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Abstract
The collection and preservation of llama semen is not a standardized procedure as it is
in cattle. It has a number of complications that are mainly associated with the characteristics of
the semen. In order to contribute to the knowledge of reproductive biology, we decided to
evaluate the behavior of llama semen in relation to the different diluters in this study.
This study was done at the National Germplasm Bank for Camelids which is part of the
Ministry of Rural Development of Agriculture and Environment. The Ministry is located in the
Agriculture Experiment Center of Condoriri which belongs to the College of Agriculture,
Livestock, and Veterinary Sciences of the Technical University of Oruro. The University is located
49 km northeast of the province of Cercado in the department of Oruro and 12 km northeast of
the community of Caracollo. The geographic coordinates of Caracollo are 17°31'41" south
latitude and 67°14'02" west longitude. It is at an altitude of 3830 m above sea level and has an
area of 1640 ha (Geographical map of the Military Geographical Institute).
The macroscopic evaluations made were: pH (7.2 - 7.6), volume (2 - 4.5 cc), color (clear
white or milky white), density, or consistency by simple inspection (subjective).
The microscopic evaluations made were: motility (50 - 70%), viability (50 - 70%),
7

concentration (20 - 40 x 10 /esp./cc), and abnormalities (10% at most). AII materials and
environments used in this assessment were at room temperature.
The analysis of variance test at 99% probability showed that the macroscopic and
microscopic characteristics are affected by different harvest times.
The two diluter preparations studied were 1) PBS diluter (with all its components that
will serve the sperm as energy, nutrient, and cushioning), egg yolk, blood serum, and glycerol,
and 2) TRIS diluter (with all its components that will serve the sperm as energy, nutrient,
cushioning, and elements to avoid contamination), egg yolk, blood serum, and glycerol. AII
these materials were brought to 35 - 37°C before being added to the semen.
The prepared samples containing the diluent were then cooled to 5°C. The samples
were then collected for storage, with special care to maintain the sample temperature.
The freezing was done slowly by placing the rack of containers at a given height of liquid
nitrogen for seven to ten minutes. Following this, the containers were submerged. This slow
freezing process prevented problems in the metabolism of the sperm after thawing.
The samples were unthawed at intervals of 15 and 30 days by rapidly removing them
from the liquid nitrogen and placing them in a water bath for 30 seconds. The evaluations of
viability, motility, and concentration were all performed within 15 minutes of thawing.

The results obtained from the analyses after thawing on average were better for the
diluter PBS than for the diluter TRIS.
The analysis of variance test at 99% probability showed that the characteristics after
thawing were affected differently according to the diluter used in the dilution.
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l. INTRODUCCiÓN
1.1. IMPORTANCIA.

La ganadería Ilamuna en el altiplano boliviano, es uno de los rubros de mucha
importancia económica, en comparación al resto de los demás animales domésticos por las
características propias de esta especie; sin embargo los niveles de producción y productividad
se ven afectados por el bajo nivel tecnológico, c.ondiciones adversas del medio, baja
producción en áreas de pastoreo, problemas de morbilidad, mortalidad y baja eficiencia
reproductiva. Hoy en día el productor tiene una permanente lucha contra el subdesarrollo en
un medio inhóspito, lo que nos permite buscar nuevas técnicas para intensificar el sistema de
producción de cstos mamíferos gráciles, ágiles y fieles

compañeros del estoico y sufrido

productor boliviano.

Los camélidos Sudamericanos, son especies de gran importancia económica para la
población de Bolivia, Perú, Chile y Argentina. El manejo de semen, en cuanto a la forma de
recolección, dilución y su respectiva crio conservación, es una técnica reproductiva utilizada
mundialmente en diferentes especies domésticas; sin embargo no ha logrado difundirse en
camélidos Sudamericanos por la dificultad en el congelamiento del semen, en este sentido
existen reportes y registros mínimos de conservación de semen de Camélidos Sudamericanos
y los pocos resultados obtenidos hasta el momento, han sido variables en alpacas y llamas. En
la actualidad se describen porcentajes de motilidad que varían desde O a 40 %, lo cual provoca
.

.

la susceptibilidad en las investigaciones para la congelación del semen. El perfeccionamiento
de las técnicas de crió conservación de semen de camélidos, contribuirá enormemente en
programas de mejoramiento genético, por lo tanto, es conveniente estudiar diversos métodos
que permitan la crió conservación exitosa de semen de estas especies.

En el comportamiento reproductivo de los camélidos sudamericanos, es muy
importante analizar los componentes que interactúan como ser: la estación sexual, gestación y
parto, que llegan a tener índices bajos de natalidad (50 al 60 %) según datos CEAC 1994.

,
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En la actualidad el Banco Nacional de Germoplasma Camélidos, vIene realizando

Programas de Mejoramiento Genético, para mejorar las diferentes especies de camélidos
Sudamericanos, este trabajo lo viene realizando

durante varios años con el propósito de

especializar e incrementar los niveles de producción y reproducción, los indicadores actuales
de acuerdo a informes, nos sefíalan que existe natalidad promedio del 65 % Y un máximo de
81 %, también se puede señalar que se halla una alta mortalidad embrionaria del 50 % hasta
los 30 días después del empadre.

En reproducción de animales, como base de mejora genética, constituye un
instrumento importante para realizar una rápida selección de animales, en llamas es necesario
que los machos produzcan suficiente cantidad de espermatozoides de excelente calidad, los
que deberán ser sometidos a una evaluación macro y microscópica, posterior dilución y su
respectiva crio conservación. Los trabajos realizados en temas de crio conservación de semen
de llama son muy pocos y tienen mucha dificultad en la cantidad de semen obtenido y el
dilutor a utilizar, como también en los aspectos físicos principalmente en la viscosidad, que
dificulta el procesamiento en la crio conservación de semen.

Por todo lo mencionado anteriormente el presente trabajo tiene los siguientes objetivos:

1.2. OBJETIVOS.

2.1. Objetivo General.

~ Determinar el efecto de los diluyentes en la crio conservación de semen de llamas

Sarijos de la raza Q'ara.

2.2 Objetivos Específicos.

*

Evaluar los diluyentes más eficientes en el semen de llama.

~

Estudiar las características macro y microscópicas del semen de llama.

,
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~ Determinar el tiempo de vida de los espermatozoides con los diferentes diluyentes.

~. '

Evaluar

y comparar las características espermáticas pos-descongelamiento

del

semen de llama.

1.3. HIPÓTESIS.

Ho

No existe diferencia estadísticamente significativa en el efecto de los dos
diluyentes en la conservación de semen de llama.

Ha

Si existen diferencias estadísticas en la conservación del semen de llama en al
menos un tipo de diluyente.

,

3

11. REVISiÓN BIBLIOGRÁFICA

2.1. CARACTERÍSTICAS DE LOS CAMÉLIDOS.

2.1.1. DISTRIBUCION DE LOS CAMELIDOS.

La distribución de los camélidos sudamericanos antes de la conquista española, era
más amplia, abarcando desde la siena hasta la costa (Fernández - Baca, 1991).

El establecimiento del dominio español en América, produjo una ruptura de la
situación. En primer lugar, las llamas y alpacas fueron reducidas a ecosistemas inaptos,
desplazadas por los bovinos y ovinos importados por los españoles. Luego, los cuidados de los
pueblos primitivos no fueron continuados y graves epizootias diezmaron los rebaños.
Asimismo, las tenibles matanzas para obtener carne, cuero y vísceras casi llegaron a
extinguirlos. (Cardozo, 1954)

Actualmente los eamélidos sudamericanos, están distribuidos en la zona andina, que
comprende los países de Perú, Bolivia, Argentina, Chile y Ecuador , (Wheeler, 1988; Flores,
Ochoa, 1982)

En América del Sur, la población de llamas se ha concentrado más en el área boliviana
quc en otras zonas, (Cardozo, 1954); demuestra su dispersión en las serranías de Bolivia y su
gran adaptación a ecosistemas favorables, una árida y otra húmeda para su desarrollo. La
llama actualmente vive en la zona árida a una altura de 3.700 m.s.n.m. como promedio, con
una mínima de 3.333 y una

máxima de 4.100 m.s .n.m., con una temperatura promedio

máxima de 18° C; de vegetación variada, predominando las pajas bravas, stipas y tholas
(Candia 1987)

,

. ." I

I

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ REVIClON BIBLlOGRAFlCA

2.1.2. POBLACION DE CAMELIDOS EN SUDAMERICA.

La población de camélidos en Sud América, se estima en 7.5 millones, de los cuales
53% sc encucntra

Cll

Pcrú, 37% cn Bolivia, 8% en Argentina y 2% cn Chilc. Dcl total dc la

población de los camélidos las especies domesticas (91%), son más numerosas que las
silvestres (9%). En Bolivia, la llama es el camélido más común con una población entre 2 y
2.5 millones de cabezas, se alberga en este país el 70% de la población mundial de llamas; del
total continental el 91 % de alpacas y 67% de vicuñas se encuentra en Perú y casi la totalidad
de guanacos 96% en Argentina (Carpio, 1991).

CUADRO 1. POBLACION ESTIMADA DE CAMELIDOS SUDAMERlCANOS
DOMESTICOS

SILVESTRES

PAIS

LLAMAS

ALPACAS

VICUÑAS

GUANACOS

TOTAL

Bolivia

2'500.000

300.000

4500

200

2'804.700

Perú

900 .. 000

3 '020.000

60.000

7.000

3 '965.000

Argentina

75.000

200

9.000

550.000

634.200

Chile

85.000

500

16.000

20.000

121.500

Ecuador

2.000

2.000

Colombia

200

200

USA

45.000

.

500

45.000

Fuente: Novoa. 1989; Cardozo. 1980; Guzmán. 1980; Caja1. 1981;
Brackegg. 1977; Sumar. 1992; Femández - Baca. 1991.

UNEPCA (2003) Menciona: que la población Nacional de camélidos, resultado del
Censo es de 2.815.524 de cabezas de este total 2.398.572 son llamas y 416.954 alpacas.
Esta población es superior a la quc consignan las estadísticas para 1996 elaboradas por el
Servicio Nacional de Agricultura y Ganadería, aparentemente después de la sequía de 1983
una subestimación sostenida de la población camélida del país.

UNEPCA (2003) Indica: que el departamento con mayor población de camélidos en
general es Oruro, le sigue por orden de importancia Potosí, La Paz y Cochabamba. Entre tanto

la mayor existencia de alpacas se da al departamento de La Paz, le sigue por orden de

,

5

'.
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ REVISION BIBLlOGRAFlCA

importancia el departamento de Oruro, existiendo un número mucho menor de alpacas en el
departamento de Potosí y Cochabamba.
CUADRO 2. POBLACION TOTAL DE LLAMAS Y ALPACAS EN BOLIVIA
DEPARTAMENTO

Nro. de Cabezas

Porcentaje

Nro. De

Porcentaje

de llamas

(%)

Cabezas de

(%)

Alpacas
Oruro

1.205.823

50

193.329

46

La Paz

295.894

13

209.923

51

Potosí

797.790

33

12.796

3

Cochabamba

98.707

4

904

O

Otros

358

O

O

O

2'398.572

100

416.952

100

TOTAL
Censo
UNEPCA 2003

Fuente:

2.2. REPRODUCCIÓN DE LOS CAMELIDOS.

La reproducción sexual requiere de hembras y machos sanos, capaces de reproducir
gametos viables; es necesario, además que haya cópula oportuna, que los gametos se unan
para formar el cigoto que desarrolle y se implante en el útero (Sumar, 1992).

2.3 BASES ANATÓMICAS DE LA REPRODUCCIÓN EN EL MACHO.

El aparato reproductor del macho consta de cordones espermáticos, testículos,
glándulas accesorias, pene, prepucio y sistema de conductos masculinos.

2.3.1. TESTÍCULO.

En los camélidos adultos los testículos se encuentra en la región

perineal, en un

escroto no pendulante, formando un abultamiento súb anal y están cubiertos por la cola, ambos
testículos son casi del mismo tamaño en una alpaca adulto el testículo pesa 18 gr y en una
llama pesa 24 g. Significa el 0.02 a 0.03 % del peso vivo. (Chiri, 2002)
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Su posición dentro de la bolsa escrotal es tal, que su diámetro mayor es oblicuo, con
una orientación dorso-caudal y ventro-craneal. Normalmente ambos testículos casi son del
mismo tamaño, de fonTIa ovoide y en algunos casos ligeramente globosos. Al nacimiento o
poco tiempo después, los testículos, que son pequeños, flácidos y de 0.5 cm de diámetro
mayor, ya deben encontrarse en las bolsas escrotales. En los estadías pre púberes en las llamas
es frecuente observar, que uno de los testículos desciende primero que el otro a las bolsas
escrotales, existiendo diferencias en el tamaño de estos, aun cuando con la dulzura sexual (3
años) se tornan del mismo tamaño; esto debe tenerse en cuenta cuando se seleccionan
animales jóvenes, evitándose confundir con casos de hipo placía o atrofia. El peso testicular,
así como las dimensiones, se incrementan con la edad, alcanzando sus valores máximos a los
cinco años de edad. El peso de un testículo de un animal adulto, es de 18 gr aproximadamente,
variando entre el 0.02 a 0.03 % del peso vivo (Sumar, 1983; señalado por Frank y Bollati,
1995), así mismo, las dimensiones principales son: Largo de 5-7 cm, ancho 2.5 - 3.5 cm y
espesor 3.4 cm (Flower, 1989; citado por Sumar, 1991).

CUADRO 3. TAMAÑO Y PESO TESTICULAR EN LLAMAS
(3.5 AÑOS DE EDAD)

TESTICULO IZQUIERDO

TESTICULO DERECHO

Largo (cm)

3.98 .+ 0.40

· ........

(rango)

(3.20 - 4.80)

· ....... .

Ancho (cm)

2.59.+ 0.31

· ..... ...

(rango)

(1.90 - 3.20)

· ........

Peso (g)

17 .72.+3.65

17.78.+ 3.69

(rango)

(13.15 -28.00)

(13.50 - 28.00)

PARA METRO

..

fuente : Sumar ( 1983) Se conSidera solamente el largo y ancho de l tesliculo Izq Uierdo, por 11 0 eX istir
di fe rencias mayo res entre ambos testículos
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2.3.1.1. ESTRUCTU RA INTERNA.

La estructura histológica del testículo de la llama, no difiere mayormente de aquella
descrita para el testículo de otras especies domésticas (Casas, 1962; citado por Sumar, 1991).

En todas las especies, los testículos están cubiertos por la túnica vaginal, tejido seroso
que es la extensión del peritoneo. Esta capa serosa se obtiene a medida que los testículos
descienden al escroto y esta adherida a lo largo de la línea del epidídimo. La capa externa de
los testículos la túnica albugínea testicular, es una membrana delgada blanquecina de tejido
conectivo elástico. Por debajo de la túnica albugínea testicular esta el parénquima, la capa
funcional de los testículos. El parénquima tiene color amarillento y esta dividido en segmentos
por tabiques

incompletos

de

tejido

conectivo.

Dentro

estos

segmentos

de

tejido

parenquimatoso están los tubos seminíferos (sitios productores de espermatozoides), que se
forman a partir de los cordones

sexuales primarios. Contienen células germinales

(espermatogónias) y células de nutrición (células de Sertoli), (Holy, 1987).

Holy, (1987). Indica: que las células de Sertoli son más grandes y menos numerosas
que las espermatogonias, bajo la estimulación

de FSH, las células de Sertoli producen

proteínas fijadoras de andrógenos e inhibina. Los tubos seminíferos . se unen en una red de
túbulos denominada rete testis, que se conecta a pequeños conductos eferentes, que convergen
en la cabeza del epidídimo.

Las células de Leydig (intersticiales) se encuentran en el parenquíma de los testículos,
entre los tubos seminíferos. La LH estimula a las células de Leydig para producir la
testosterona en pequeñas cantidades u otros andrógenos (Bearden y Fuquay, 1995).

2.3.1.2. EPIDÍDIMO y CONDUCTO DEFERENTE.

El epidídimo al examen macroscópico se encuentra dividido en tres zonas: cabeza,
cuerpo o porción intermedia y cola, por otro lado el conducto deferente presenta dos porciones

.
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una anterior delgada de 2 mm de diámetro y una posterior cercana a la uretra de 4 mm de
uiúmclro el largo total del conducto ueferente es 40 cm aproximadamente. (Chiri, 2002)

El epidídimo de la llama, como en otras especies animales, al examen macroscópico, se
encuentra dividido en tres zonas diferentes:

a) una cabeza relativamente voluminosa, que se inserta en la parte posterior del testículo;
b) un cuerpo o porción intermedia, delgada y aplanada.
e) una cola o porción final, como un estrechamiento del cuerpo, que se sitúa en la parte
anterior del testículo y se continúa con el conducto deferente. Por palpación

externa, es

posible diferenciar estas tres regiones (Osorio y San Martín, 1962; señalado por Sumar, 1991).

El conducto deferente presenta dos porciones; una anterior, muy delgada en su inicio
(2mm), que continúa a la cola del epidídimo y que esta exenta de glándulas, correspondiendo .
al conducto deferente propiamente dicho, y una porción posterior, cercana a la uretra, que
muestra un ligero engrosamiento (4mm), de aspecto glandular y que correspondería a lo que
en otras especies es la ampolla del deferente. Histológicamente presenta una capa muscular
dividida en dos estratos, a diferencia de la mayoría de las especies domésticas, que tienen tres.
El largo total del conducto deferente es de 40 cm., aproximadament,e (Osorio y San Martín,
1966; indicados por Frank y Bollati, 1995).

2.3.2. GLANDULAS SEXUALES ACCESORIAS.

2.3.2.1. PRÓSTATA.

Tiene la forma de H se encuentra dorsal y lateralmente sobre el cuello de la vej iga,
tiene un diámetro transverso aproximado de 4 cm y de 1 cm de grosor. (Chiri, 2002)

Tiene la forma de una "H" y se encuentra ubicada dorsal y lateralmente sobre el cuello
de la vejiga. Esta fonnada por el cuerpo prostático, que comprende dos lóbulos unidos entre si
y situados en el primer segmento de la uretra, y por la porción diseminada de la próstata que

,
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penetra el músculo uretral. La glándula tiene aproximadamente 4 cm un diámetro y 1 cm de
grosor (Osorio y San Martín, 1966; citados por Videla 1995).

2.3.2.2. GLANDULAS BULBO URETRALES.

Las glándulas bulbo uretrales o de Cowper, son ovoides, pequeñas y se encuentran a
7.5 cm de la próstata, se ubica lateralmente a la uretra, los camélidos carecen de glándulas
vesiculares o seminales. (Chiri, 2002)

Sumar (1991), hace referencia a Osorio y San Martín (1986); Dehlon y Von
Lawzewitsh (1986), quienes mencionan que las glándulas bulbo uretrales o de Cowper, son
ovoides, pequeñas, a unos 7.5 cm de la próstata, cubiertas por una cápsula muscular, se ubican
lateralmente a la uretra en la salida pélvica, cada una tiene aproximadamente

1 cm de

diámetro. La llama y la alpaca, así como los camélidos silvestres, carecen de glándulas
vesiculares o también llamadas vesículas seminales.

2.3.3. PENE Y PREPUCIO.

El pene es de tipo fibro - elástico, llegando a medir 35 a 40 cm la S peniana esta por
delante de los testículos, el diámetro es relativamente delgado, la punta del glande es una
proyección cartilaginosa de forma de gancho curvado a la derecha llamado proceso uretral.
(Chiri,2002)

El diámetro es relativamente delgado y no se expande apreciablemente durante la
erección. La punta del glande, que es una proyección cartilaginosa firme, tiene una forma de
gancho curvado ligeramente a la derecha, que sobrepasa a una proyección cónica rígida a la
que se ha llamado "proceso uretral", de aproximadamente 1 cm de largo, la abertura uretral
esta localizada adyacentemente a esta proyección cónica, que le sirve de soporte. La forma del
glande tiene que ver con la penetración del pene por los anillos de la cérvix, para la deposición
intrauterina del semen (Franco y Col, 1981).
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El forro prepucial es triangular y esta formado a manera de una teta grande, con el
orificio prepucial localizado en el ángulo libre del triángulo y dirigido caudalmente, por lo que
cuando orina, el chono se proyecta hacia atrás, entre las piernas posteriores, en posición
similar a la hcmbra, particularidad esta que ha servido para que se formulen una scrie de mitos
sobre estas especies animales, tales como que son animales anormales y degenerados . Durante
la erección, el forro prepucial triangular se endereza para adelante, gracias a los músculos
pro tractores y el pene se adelanta bajo el vientre, como sucede en otros rumiantes domésticos.
(Latcham, 1992; mencionado por Frank y Bollati, 1995).

Al nacimiento las llamas, tienen el pene totalmente adherido al prepucio por un tejido
embrionario, que aproximadamente al año de vida, se van separando cuando el pene
desenvaina del prepucio (Martínez, 1980).

2.4. PUBERTAD.

Chiri (2002) menciona, la pubertad del macho se define, como la edad cuando se inicia
la espermatogénesis, o cuando los espermatozoides fértiles se encuentren en el eyaculado, las
crías al nacimiento presentan el pene completamente adherido al prepucio por el tejido
embrionario, estas adherencias desaparecen gradualmente a medida que el animal crece y se
inicia la producción de testosterona por el testículo.

Cardozo (1997) señala, que la llama macho puede cumplir su ciclo reproductivo a
partir de los 2 a 3 años de edad y las hembras a partir de' los 2 años, pero ello esta supeditado a
factores hereditarios y ambientales.

Martínez (1980) indica; la pubertad se define en el macho como la edad cuando se
inicia la espermatogénesis, o mejor aun, cuando espermatozoides fértiles se encuentran en el,
eyaculado.

Sumar (1989) menciona, que la pubertad en los camélidos tiene su inicio, cuando el
pene empieza a liberarse del tejido prepucial, que previene su protección del prepucio; estas
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adherencias desaparecen gradualmente, a medida que el animal crece y se inicia la producción
de testosterona por el testículo. A la edad de un año y con un peso promedio de 34 kg, algunas
alpacas machos muestran un interés sexual por las hembras. Sin embargo, a esta edad solo
alrededor del R % dc los ll1[1chos jóvcncs (tuis), se enClIcntr[ln libres ele b s adherencias

prepuciales; a la edad de 2 años y con un peso promedio de 48 kg., el 70 % de los machos ya
no tienen las adherencias, y a los 3 años de edad, el 100 % están completamente libres. El
mismo señala, que la liberación pene-prepucial es fundamentalmente de naturaleza genética.

2.5. REGULACION HORMONAL DE LA ESPERMATOGENESIS.

En la regulación hormonal del proceso reproductivo masculino, intervienen tres
órganos fundamentales: el hipotálamo que esta localizado en el cerebro, la hipófisis o
pituitaria y las gónadas que son los testículos. En el hipotálamo se producen las neuro
hormonas, en este caso, el factor de liberación de gonadotropinas hipotalámicas (GNRH). A
nivel de la adenohipofisis se produce la liberación de dos hormonas: La FSH, que se produce
el estímulo para la espermatogénesis, y la LH que provoca la estimulación de las células
intersticiales, que son las que secretan la testosterona. (Frank y Bollati, 1995).

Esta hormona estimula el crecimiento del aparato

reproduc~or

y la aparición de los

caracteres sexuales secundarios y de la conducta sexual del macho; además es necesaria en el
desarrollo de una espermatogénesis normal y para regular la secreción de la LH por parte de la
adenohipofisis. Por otra parte la LH también estimula en el macho la producción de una
proteína que se une a la testosterona y asegura su presencia en el tubo seminífero. Las células
de Sertoli también producen la inhibina, cuya función seria regular la secreción de FSH, en
igual forma que la testosterona sobre la LH. La testosterona y la inhibina en conjunto
probablemente regulen la secreción de gonadotropinas actuando sobre el sistema nervioso
central y sobre el hipotálamo a través de un circuito de retroalimentación negativo. (Frank y
Bollati, 1995).
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2.6. ESPERMATOGENESIS y PRODUCCION ESPERMATICA

Sumar (1991) indica, que
forman lo

la espermatogénesis es el proceso por medio del cual se

espermatozoides en los túbu10s seminíferos del testículo. Así mismo que las

características microscópicas y estructurales de los elementos celulares involucrados en el
proceso de espermatogénesis en la llama han sido descritas por (Delhon y Lawzewitssch
1987). Basándose en la apariencia de las células genninales, se han identificado 8 diferentes
asociaciones o etapas celulares en los tubos seminíferos de las llamas; los túbulos ± se miden
después de su fijación histología 223,03 ± 198 micras, de diámetro. En el epitelio seminífero
están presentes espcrmatogonias de los tipos A y B, que difieren por su tamaño.

a) Las espermatogonias del tipo A
Se caracterizan por los individuos celulares relativamente grandes, más o menos
aplanados; lo que depende de su localización en la base del túbulo seminífero. El
núcleo es de fonna ovoide envuelto en fina membrana nuclear.

b) Las espermatogonias de tipo B,
Difieren del tipo anterior sobre todo por su tamaño menor y su núcleo esférico. Este
tipo de espermatogonias se separa de la membrana basal del túbulo durante su
metafase.

Como producto de la espennatogonia del tipo B se desarrollan los espermiocitos
primarios o de primer orden, los que en su inicio son muy parecidos a las células maternas.

La espermatogénesis se puede dividir en dos fases distintas. La pnmera es la
espermatocitogénesis, que consiste en una serie de divisiones en las cuales la espermatogonia
forma las espermatides. La segunda es la espermiogénesis, la fase en que las espennatides
sufren metamorfosis para formar el espermatozoide (Bearden y Fuquay, 1995).
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2.6.1. ESPERMA TOCITOG ENESIS

El primer paso de la espermatogénesis, es la división mitótica de un espermatogonio
que forma un espermatogonio latente y un espermatogonio activo. El espermatogonio latente
permanece en el epitelio germinal cerca de la membrana basal para repetir el proceso
posteriormente. El espermatogonio activo sufrirá cuatro divisiones mitóticas, formado por los
últimos 16 espermatocítos primarios. Durante la siguiente etapa, cada espermatocÍto primario
sufrirá una división meiótica para formar dos espermatocítos secundarios. Con esta división el
complemento cromosómico del núcleo se reduce a la mitad, por lo que el núcleo del
espennatocíto secundario se dividirá de nuevo formando así dos espermatides.
Así pues, se fonnarán cuatro espermatides a partir de cada espermatocíto primario, o 64 de
cada espermatogonio activo (Bearden y Fuquay, 1995).

2.6.2. ESPERMIOGENESIS

Durante esta fase las espennatides se adhieren a las células de Sertoli. Cada
espermatogonio sufre una metamorfosis (cambio en morfología) formando un espermatozoide.
Durante esta metamorfosis, el material nuclear se vuelve compacto en una parte de la célula
formando la cabeza del espermatozoide, mientras que el resto se elopga para formar la cola,
El acrosoma es una capa alrededor de la cabeza del espermatozoide que se forma a partir del
aparato de Golgi de la espennatidae que se pierde durante la fom1ación de la cola, se formará
una gota citoplasmática en el cuello del espermatozoide recién formado, se liberara entonces
de la célula de Sertoli y será forzado a salir a través dellumen de los túbulos seminíferos hacia
la rete tesis. Los espermatozoides son células únicas ya que no poseen citoplasma, y después
de su maduración tiene la capacidad de ser progresivamente más móviles.
(Frank y Bollati, 1995).

Sumar (1991), menClOna a (Montalvo y Col, 1977), qUienes señalan que la
espermatogénesis en animales adultos no muestran marcadas variaciones estaciónales. No
existe infonnación acerca de la duración del ciclo espennatogénico, ni de la producción
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espermática por gramo de masa testicular. La producción espermática de cada macho
individualmcnte, está rclacionada proporcionalmente al tamaño de los testículos.

Sumar (1991) menciona a (Aman 1970), quién indica que la producción espermática de
cada macho individualmente, esta relacionado proporcionalmente al tamaño de los testículos;
así por ejemplo, un solo testículo de toro, con un peso de 350 gr, producirá aproximadamente
5250 millones ele espermatozoides diariamente, mientras que una alpaca, asumiendo la misma
tasa diaria de producción de espermatozoides por gramo de testículo que en el toro, producirá
solamente 270 millones de espermatozoides diarios; aspecto éste que debe considerarse al
programarse los servicios de los machos.

El semen, esperma o eyaculado, que se forma precisamente durante el proceso de
eyaculación, proviene tanto de los testículos como de las glándulas accesorias. Los testículos
dan origen a la parte

celular (nemaspermo), mientras que la parte líquida es segregada

exclusivamente por las glandular accesorias (Holy, 1987).

2.7. MORFOLOGIA y ESTRUCTURA ESPERMATICA

2.7.1. MORFOLOGIA NORMAL

I3cardcIl y Puquay (1982) mencionan: El espermatozoide normal esta compuesto de
una cabeza y una cola, dividida en una pieza intermedia, una pieza principal y una pieza
terminal.
Los componentes importantes de la cabeza incluyen el núcleo, que contiene el código
genético, que es la contribución del macho a la cría, la cubierta pos nuclear, que cubre la
porción posterior del núcleo y el acrosoma. El acrosoma cubre la parte anterior del núcleo y
contiene las enzimas necearías para la penetración de la corona radiada y la zona pelúcida
durante la fertilización. Si el acrosoma está mal formado, dañado o ausente, el espermatozoide
no será capaz de participar en la fe¡1ilización. Durante el envejecimiento no será capaz de
participar en la fertilización. Durante el envejecimiento, el acrosoma se libera del núcleo,
empezando en el borde apical.
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Sumar (1991) menCIona; que la forma de los espermatozoides de la alpaca y de la
llama es muy similar a la de la mayoría de los animales de granja. El punto donde la cabeza se
une con la cola contiene el centríolo proximal y se le conoce como sitio de implantación. La
cabeza y la cola se separan en este punto durante la fertilización.

Una de las características de la cola es el filamento axial, que es un pequeño haz de
delgadas fibrillas cuyas contracciones provocan el latigueo de la cola, lo cual impulsa hacia
delante al espermatozoide.

Sumar (1991) menciona a Meritan y Col (1979), en semen de llama colectada por
electro eyaculador y Frank y Col (1982), en semen de alpaca y llama colectado por V.A.,
hicieron mediciones de los espermatozoides, cuyos resultados se observan en el cuadro.

CUADRO 4. DIMENSIONES DE LOS ESPERMATOZOIDES EN ALPACAS Y LLAMAS (um)

DIMENCIONES

(1)

(2)

(1)

(3)

Alpaca

Alpaca

Llama

Llama

53.1 ±0.12

47.29 ± 1.06

53.8±0.12

49.47±2.18

-Largo

6.1±0.0\
,

6.2 ± 0.07

6.1 ± 0.01

5.33 ± 0.52

-Ancho

3.4 ± 0.02

3.96 ± 0.06

3.3 ± 0.02

3.8\ ± 0.08

-Largo

7.0 ± 0.02

........ ...

7.1 ± 0.02

5.33 ± 1.60

- Largo cola

o.· .. ··. · .

......... .

. ..... ... ..

36.64 ± 1.80

Largo total
Cabeza

Pieza intermedia

Fuente: (1) Frank y Col (1982). sobre 500 determinaciones
(2) Palomino (1962). sobre 2800 detcrminaciones

(3) Merlian y Col (1979). sobre 20 determinaciones
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FIGURA 1. ESTRUCTURA DEL ESPERMATOZOIDE
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2.7.2. MORFOLOGIA ANORMAL

Bearden y Fuquay (1995) mencIonan que los espermatozoides anormales se pueden
clasificar como cabeza anormal y gotas citoplasmáticas. Las cabezas anormales que se han
observado incluyen defectos como asimetría, adelgazamiento, fOlmas gigantescas y micro,
piriformes y de cabeza doble. En las colas anormales se incluye las alargadas, rotas, dobladas,
filiformes, truncadas y piezas intermedias dobles además de enroscadas y dobles colas. La
mayor parte de los espennatozoides con anormalidades en la cola no serán móviles o tendrán
una movilidad anormal.
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Las gotas citoplasmáticas se forman en el cuello de los espermatozoides durante la
espermiogénesis, por lo general estos se pierden durante su maduración en el cpidídimo.

Si aun están presentes cuando se eyaculan los espermatozoides, se considera una
anormalidad, y al igual que otras anormalidades, un gran número reducirá la fertilidad. La
tensión provoca un incremento de espermatozoides anormales. Aparecen anormalidades de
todos los tipos, pero la primera en aparecer y la última en desaparecer son los incrementos en
gotas ci toplasmáticas.

Bearden y Fuquay (1995) indican; que en cada eyaculación habrá espermatozoides
anormales. El límite esperado de 8 a 10% no tiene efectos adversos sobre la fertilidad. Si los
espermatozoides anormales son más

de 25% del total eyaculado, se puede anticipar una

reducción de la fertilidad.

Sumar (1989) señala, que el semen de alpacas presenta un 4l.23% de formas
anormales de espermatozoides, siendo las más frecuentes: cabezas solas, colas torcidas, micro
cabezas, pieza intermedia engrosada, colas rotas, cabezas alargadas y macro cabezas, entre
otras. La recolección se hizo mediante fundas vaginales.

Por otra parte Palomino, (1962) da un promedio de 11.65% de formas anormales,
siendo las mas frecuentes en orden decreciente, las siguientes. Cabezas solas, colas torcidas,
colas enrolladas, colas quebradas, cabezas alargadas y micro cabezas. Un alto porcentaje de
anormalidades por alteraciones secundarias, podrían ser efecto de la forma de colección del
semen.

Sumar (1981) indica: que también que se encontró anormalidades en el semen de
llamas, tales como: gota citoplasmática proximal, gota citoplasmática distal, colas torcidas,
colas enrolladas, doble cabeza y cabeza pequeñas.
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Bustinza (2001) indica: las anormalidades de los espermatozoides generalmente se
clasifican en dos grupos:

a) Anormalidades primarias que provienen de disturbios testiculares

b) Anormalidades

secundarias

que

prOVIenen

de

problemas

especialmente del epidíJimo o a la mala manipulación

de

los

conductos,

del semen en frotis o

exposición al frió,

La morfología, es esencial para detem1inar las anormalidades además de que colorante utilizar

Las anormalidades primarias encontradas en semen de alpacas son:

~

Cabeza gigante (macrocéfalo o megacéfalo)

~

Cabeza pequeña ( microcéfalo)

~

Cabeza doble

~

Pieza intermedia doble

~

Pieza intermedia doblada

~

Cola enrollada

~

Cola doble

,

Las anormalidades secundarias encontradas en semen de alpacas son:

~

Cabeza' sola

~

Gota citoplasmática distal

~

Gota citoplasmática proximal

~

Colas dobladas

~

Colas solas

19
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2.8. ESTACIÓN SEXUAL.

En su habitad natural, y en asociación con hembras los machos muestran una
estacionalidad reproductiva, al parecer esta determinado por la disponibilidad de forraje y
condiciones favorables de temperatura para iniciar la etapa reproductiva, donde los machos
se vuelven inquietos y agresivos, cuando están separados de las hembras los machos suelen
escapar de la punta de machos en busca de hembras. (Chiri, 1998)

El libido o instinto sexual, como signo principal y necesidad de la reproducción sexual,
se caracteriza, en la naturaleza, por una serie de funciones psíquicas y fisicas que culminan en
el acto de la copula (Holy, 1987).

En aquellas explotaciones donde por razones de manejo se mantienen separados a los
machos de las hembras, al iniciarse la época de Iluvias y cuando mejoran las condiciones
ambientales (especialmente la disponibilidad de forraje), los machos se tornan inquietos,
escapan de su rebaño en busca de hembras, se exacerba el libido

y se incrementa

notablemente la sexualidad, que paulatinamente desaparece en la época seca y fría (mayo a
noviembre). El reinicio de la actividad copulativa de los machos, después de la etapa de
inactividad sexual estacional, se debería al cambio de estación, con el consiguiente cambio en
.
la disponibilidad alimenticia y a la presencia de un mayor número de hembras receptivas,
como consecuencia de los partos (Rodríguez y Martínez, 1979).

2.9. COLECCIÓN DEL SEMEN.

2.9.1. MÉTODO DE COLECCIONDE SEMEN.

Sumar (1991), menciona que existen los siguientes métodos de colección de semen:
Funda vaginal, esponja vaginal, electro eyaculador, fistula uretral y vagina artificial
modificada.
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¿ ~
a) FUNDA VAGINAL.

El primer ensayo de colección de semen fue realizado en 50 alpacas, para lo cual se
utilizó una funda de jebe colocada intra - vaginalmente antes de la copula, después de la monta
se retira la funda que sirvió de recipiente del semen . Con esta técnica se logro colectar semen,
aunque con algunos inconvenientes ya que se interfería con la copula normal y alargaba el
tiempo de monta, mas halla de los valores normales, la colocación de la funda dentro el tracto
genital y su fijación, ofrecía serias dificultades y con frecuencia provocaba lesiones

que

inhabilitaban a la hembra para su uso posterior. (Mogrovejo, 1952).

Sin embargo una técnica simil ar a las fundas vaginales, se utilizo los condones de uso
humano aunque no dio cifras considerables en cuanto a las características del eyaculado así
obtenidos. (Jhonson, 1989).

b) ESPONJA VAGINAL.

Para colectar semen de alpacas por este método se ha utilizado trozos de esponja, las
cuales son introducidos en la parte anterior de la vagina las cuales absorben el semen y otros
fluidos vaginales, este método adolece de inconveniente ya que los fluidos del tracto genital de

.

la hembra diluyen el semen y lo contaminan dificultando la evaluación y las características
seminales. (San Martín 1961)

e) FÍSTULA URETRAL.

Se practicó una fistula en la región del perine de 7 alpacas machos, obteniendo semen
de tres machos, en los que se mantuvo funcional la fistula por varias semanas. El intervalo
entre montas afecto la calidad del semen. Esta técnica tiene el inconveniente de que la
operación quirúrgica de fistulación uretral es complicada con los bajos porcentajes de éxito.
Además de que la fistula se obstruye e infecta con fr ecu encia e inutili za al animal para
colectarlo (kubicek 1974).
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d) ELECTRO EYACULADOR.

El uso de la electroeyaculación en alpacas fue utilizado con una intensidad máxima de
40 voltios y usando como fuente de energía, ya sea batería de 6 voltios o corriente alterna de
220 voltios (Fernández, Vaca y Calderón 1996).

Por otro lado, los resultados de la electroeyaculación en lo que respeta al volumen de
eyaculado y concentración de espermatozoides muestra grandes variaciones de un animal a
otro y aun en el mismo animal. (Fernández, Vaca y Calderón 1996).

En los Estados Unidos, obtuvieron de llamas ligeramente anestesiados o sedadas,
pequeñas cantidades (0.1 a 0.5) de semen muy rico en espermatozoides mediante el
electroeyaculador diseñado para cameros (Jonson, 1989).

e) VAGINA ARTIFICIAL MODIFICADA.

La vagina artificial, esta construida, con un tubo de plástico de 25 cm de largo y 5 cm
de diámetro. A 3 cm del borde de uno de los extremos del tubo, se perfora para fijar una porta
válvula de bicicleta. En el interior del tubo se acomoda, un trozo de neumático de bicicleta de
30 cm de longitud y 5cm de diámetro, cuyos extremos se remangan en ambos extremos del
tubo para ser fijado por medio de tiras de goma. En el interior del annazón formado por el
tubo y el neumático, se acomoda una funda de látex, que es utilizada en trabajos de
recolección de semen en bovinos. Al extremo de la funda de látex que se ubicó al lado de la
porta válvula, se envuelve un espiral de 4 a 5 anillos con 3cm de diámetro, formado de un
trozo de alambre de cobre número ocho, con el fin de simular los anillos de cuellos uterinos o
cérvix. A este mismo extremo se asegura un tubo recolector de 5 cc, el extremo opuesto de la
funda, se remanga sobre la estructura y fijado con un cordón de goma, en la forma más tensa
que se pueda, obteniendo una superficie lisa sobre el borde del tubo, evitando así lesiones en el
pene del macho durante la monta (Garabito, 2000).
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2.10. EVALUACION DEL SEMEN.

En el semen, representa el potencial reproductor del propio macho, se encuentra el
espejo de la reproducción espemliogénica del testículo, cuya función depende de los factores
genéticos, neuro hormonales y sobre todo ambientales. Hay que decir que todos los métodos
conocidos que se usan en la comprobación de la calidad y fertilidad del espenna pueden
valorar solamente los síntomas de los procesos vitales (metabolismo, movimiento), sus
características morfológicas y composición bioquímica, tanto de los nemaspermos como del
plasma seminal. Los resultados de estas pruebas aseguran cierta suposición de la calidad y
fertilidad del semen, · y hay que tener en cuenta que los trastomos del semen de un solo
eyaculado infonnan solamente sobre el grado de calidad del eyaculado examinado y aclaran
mucho menos sobre el tipo y calidad de la perturbación de la fertilidad de un semental por
medio del examen clínico completado con el examen repetido y complejo del esperma.
(Holy, 1987).

El examen del semen debe realizarse inmediatamente después de la extracción y se
debe trabajar en condiciones de medio constante (temperatura de laboratorio alrededor de
22 oC - 25 OC) Se recomienda mantener el semen a una temperatura de 35°C - 37 oC, con
auxilio de baño Maria, platina calentable o recalefacción del microscopio y observar los
criterios estándares. Todas las pruebas con semen deben real izarse rápidamente (durante 10
minutos posteriores a la extracción), para poder evitar los cambios post-eyaculatorios
(Lagerlof, 1966; señalado por Holy 1987).

Se realiza generalmente dos exámenes en el semen colectado: el macroscópico y el

.

,.

mlcroscoplCO.

2.10.1. EVALUACION MACROSCOPICA.

La evaluación macroscópica del semen se realiza en el laboratorio y se evita el
contacto directo del eyaculado con la luz solar.
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Este trabajo se refiere a la valoración del eyaculado con relación al volumen, color, olor,
densidad (consistencia), pH. (Bustinza, 200 1).

2.10.1.1. CONSISTENCIA.

Sumar (1989) menciona, que la densidad del semen depende de la relación entre las
partes celular y plasmática. Indicando así mismo junto a Leyva (1981) que el semen de llamas
presenta un aspecto viscoso y pegajoso.

En muestras recolectadas del tracto genital de hembras cubiertas se observa una
densidad mas baja casi acuosa, en comparación a las obtenidas con v.A.M., sin embargo
tanto en estas muestras como las recolectadas artificialmente, se observa un incremento de la
densidad llegando a una consistencia casi gelatinosa, en aproximadamente 8 minutos, a partir
de su deposición en baño maría. (Garabito 2000).

2.10.1.2. COLOR.

Sumar y Leyva (1981), menCIOna que el color de los eyaculados varía de blanco
lechoso a blanco cristalino, según la concentración de espermatozoides y el grado de
contaminación con otros fluidos así mismo manifiestan que el color puede ser modificado por
la presencia de elementos anormales, que pueden ser los siguientes:

~

Color Amarillo.
Puede ser debido al tipo de alimentación, en cuyo caso es considerado normal, en
algunos casos por contenido de pus o restos de orina, alterando la ferti lidad del semen.

• Color rojizo.
Indica la presencia de sangre fresca producidas por heridas en el prepucio, glande o
uretra, que se produce en el momento de la colección .
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• Color rojo parduzco.
Generalmente es ocasionado por lesiones hemorrágicas no muy recientes, para la
destrucción de glóbulos rojos.

~

Color azulado.
Nos indica que hay baja concentración espermática.

~

Color verduzco.
Es muestra de presencia de procesos necróticos de carácter purulento.

Bustinza, (2001) indica. En alpacas el color tiene diferentes tonalidades, las que se
asocian con valores de concentración de espermatozoides, se recomienda leer tres categorías:

• Cristalino opaco.
Indica que tiene aproximadamente 30 a 80 millones de espermatozoides por mI

~

Gris.
Que significa que tiene 170 a 210 millones de espermatozoides por mI

~

Ligeramente lechoso.
Que indicaría que tiene 300 a 600 millones de espermatozoides por mI

2.10.1.3. VOLUMEN.

En este caso el volumen es muy variable, en alpacas de la raya del Perú el volumen del
eyaculado es de OA a 6.6 mI, en llamas de Condoriri Bolivia es de 0.5 a 2 mI (Chiri, 2002).

En general el volumen varia de acuerdo al método empleado Sumar (1981). Con las
fundas vaginales, Mogrovejo (1952) da un promedio de 0.82 mI. (OA - 6.6 mI) y con la electro
eyaculador Femández - Baca y Calderón (1966) señalan en alpacas un volumen que fluctúa de

25

_ _ _ _ __ __ __ _ _ __ _ __ _ _ __ _ _ _ REVISION BIBLlOGRAFICA

0.2 a 3.5 mI con un promedio de 1.36 mI, en vicuñas y alpacas, se obtuvo volúmenes de 2.5 y
3.3 mI respectivamente Fernández-Baca y Novoa, (1968).

Jonson, (1989) citado por Sumar, (1991) reporta que en llamas el volumen de semen
colectado por medio de electro eyacul ador alcanza de 0.1 a 0.5 mI

Bustinza, (2001) indica que el volumen se lee en un tubo graduado y este varia de 0.5 a
4.5 mI y en algunos casos puede llegar a 10 mI en alpacas con V.A.M.

2.10.1.4. pR.

Sumar (1991) cita a Mogrovejo, (1952) empleando un potenciómetro de Beckman, da
un promedio de 8.32, con valores extremos de 7.15 a 8.8.

Por su parte (Femández Baca y Calderón 1966) reportan valores cercanos a la
neutralidad con ligera tendencia a la alcalinidad, complementariamente se obtuvo un promedio
de 7.5 con valores extremos de 7.0 a 8.0 (Kubicek 1974).

Un ph aproximado de 7 (de 6. 9 a 7.5 para las diferentes especies) cae en límites de
actividad óptima de la mayoría de las enzimas del espermatozoide. Por lo tanto, si se mantiene
un ph neutro (7.0) se espera una tasa metabólica elevada. Si el ph del semen se desvía hacia la
alcalinidad o hacia la acidez, se reducirá el índice metabólico. (Sumar, 1991).

El aspecto práctico de la alteración del pH del semen para reducir su tasa metabólica es
limitado por el estrecho margen en el que el pH se puede alterar sin reducir permanentemente
la actividad del semen. La investigación en esta área establece la importancia de diluir el
semen en un medio amortiguado que resista los cambios de ph, de manera que se pueda
mantener la vida máxima fértil del espermatozoide. (Bearden y Fuquay, 1980 Traducido por
Sumar, 1991).
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2.10.2. EVALUACION MICROSCOPICA.

La valoración microscópica tiene gran valor, permite determinar la verdadera calidad
del semen poblacional.

Sumar y Leyva (198]) mencionan; que la evaluación microscópica del semen debe
realizarse en un medio constante (temperatura). Esta evaluación se realiza por dos métodos: la
comprobación subjetiva o por estimación (motilidad), que informa rápidamente sobre el valor
del semen, y la comprobación objetiva (concentración, morfología), que representa el método
más preciso y se usa para corregir los métodos subjetivos y poder analizar la calidad del
eyaculado ola fertilidad probable del semen y del semental.

2.10.2.1 MOTILIDAD.

No existe "motilidad masal" por la baja concentración relativa de espermatozoides y
por una motilidad progresiva individual poco vigoroso (Sumar y Leyva 1981), este último
obedecería a que el plasma seminal es altamente viscoso (parecido a la clara de huevo), por lo
que el movimiento de los espermatozoides es lento, comparado al del ovino o bovino.

Las estimaciones de motilidad que dan los diferentes autores varían de pobre a regular,
la más alta se estimo en 3 dentro una escala subjetiva de 1 a 5. La motilidad individual o
progresiva de los espermatozoides de la llama es lenta, lineal y rotatoria Sumar (1991.)

Bustinza (200 1) menciona. La motilidad se determina colocando una gota de semen
sobre un portaobjetos y luego se lleva al microscopio para observar a 10x y 40x. La
observación del movimiento se realiza en tres o cuatro campos, cuyo porcentaje se calcula con
la siguiente fórmula:
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Espermatozoides móviles x 100
Total de espermatozoides

La lectura se realiza en la siguiente escala:

~

80% de motilidad = Buena calidad

~

60% de motilidad = Regular calidad

~

40% de motilidad = Pobre calidad

~

20% de motilidad = Muy pobre calidad

Este autor recomienda usar solamente eyaculados con motilidad igualo mayor a
60% o mínima del 50% , para realizar la crio conservación.

González (2000)

indica: La motilidad es una característica de la célula

espermática y se trata de uno de los parámetros más importantes en las contrastaciones
seminales, debido a que es imprescindible para que se produzca la fecundación. Pero ojo, no
es sinónimo de fertilidad.

González (2000) menciona que existen varias técnicas de estudio de la motilidad,

.

pero la más utilizada y, a la vez la más simple, es la valoración visual del porcentaje de
espermatozoides móviles y la calidad de su movimiento.

Los espermatozoides pueden presentar dos tipos de movimiento:
~

Movimiento de rotación (alrededor de su eje).

~

Movimiento progresivo (desplazamiento de la célula).

Para la realización de esta val oración todo el material usado debe estar en condiciones
de normocinesis (temperatura de 37°C).
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2.10.2.1.1. MOTILIDAD INDIVIDUAL.
Para la estimación de la motilidad individual presente en un determinado eyaculado
debemos diluir previamente el semen con un diluyente seminal y con posterioridad, por medio
de una pipeta Pasteur, procedemos a colocar una gota sobre un portaobjetos debidamente
atemperado, se coloca encima un cubre objetos y se valora, por medio de un microscopio
óptico, el porcentaje de espermatozoides que presentan un movimiento rectilíneo y progresivo
(correcto), descartando de esta forma aquellos que presentan un movimiento circular
(anormal). (Bustinza, 2001).

2.10.2.2 CONCENTRACION ESPERMATICA.

La alta viscosidad del plasma seminal de la alpaca y llama hace dificil la adecuada
colocación y extensión del semen en el hematocitometro. Las primeras determinaciones de la
concentración espermática en el semen de alpaca, colectado por fundas vaginales (Mogrovejo,
1952), dan promedios de 33.32 ± 26.43 millones /ml, con valores extremos de 6.30 a 107.60
millones /m1. Mas adelante Fernández, Baca y Calderón (1966), en semen obtenido por electro
eyaculador dan valores que fluctúan de 1000 a 255.000 espermatozoides/mm 3 . Con la fistula
uretral, Kubicek (1974) encontró concentraciones que en el 70% dc los casos fluctuaron entre
60.000 y 600.000 espermatozoides por mm 3 •

Así mIsmo Sumar (1991) cita a Leyva y Col (1984), indican que existe una
concentración de 292.900 ± 84.321 espermatozoides por mm 3 en semen obtenido con v.A.
Sin duda, las amplias variaciones en concentración se deben al método de colección.

La alta viscosidad del plasma seminal de la llama hace dificil la adecuada colocación y
extensión del semen en el hemocitómetro; sin embargo existen reportes de colección por
medio de la vagina artificial que dan una concentración de 292900 ± 84321 espermatozoides
por mm3. Sin duda hay variaciones en la concentración, debido a los diferentes métodos de
colección (Leyva et ad, 1984).
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La concentración de espermatozoides por mi de semen se calcula simplemente
multiplicando el número total de espermatozoides en las 5 cuadrículas grandes (ó 5 x 16 = 80
7

pequeñas) por 10 (10 millones) Evans G, (1990),

2.11. BIOQUIMICA.

El primer componente bioquímico estudiado en el semen de alpacas fue la fructuosa; el
semen se obtuvo por electro eyaculación (Osorio y Col 1978); señalado por Sumar (1991), La
fructuosa es el substrato metabólico principal del plasma seminal de varias especies animales
e indicador de la actividad testicular. La concentración para los meses de mayo a septiembre
(época seca y fría) fue de 1,1 ± 0,54; 0,75± 0,31; 0,76 ± 0,54; 1,19 ± 0.85 y 1.53 ± 0.80
mg/1 OOml de semen; estos valores son más bajos que en otras especies domésticas.

Más adelante, Garnica y Achata (1991) estudiaron algunos componentes bioquímicas
del plasma seminal de alpacas entre 3 y 6 ai'los, sin indicar la época de colección, siendo las
más importantes hallazgos los siguientes: fructuosa 5.61 ± 1.11; acido cítrico 68.76 ± 7.51;
glucosa 6.16 ± 0.39; proteínas totales 3.73 ± 0.20; fosfoIípidos 28.74 ± 0.53; fósforo
inorgánico 9.62 ± 0.99 y calcio 17,89 ± 1.61,

2.12. FACTORES QUE AFECTAN AL ESPERMATOZOIDE.

2.12.1 LUZ.

Las intensidades lumínicas en contradas normalmente en el laboratorio pueden deprimir
la tasa metabólica, la motilidad y la fertilidad de los espermatozoides. Los efectos adversos
solo se notan si el semen está en contacto con oxigeno. La enzima catalasa prevendrá los
efectos adversos de la luz, lo que sug iere que la luz provoca una reacción fotoquímica en el
semen que causa la producción de peroxido de hidro geno. Se debe proteger al semen de la luz
y nunca exponerlo directamente a la luz, (Bearden y Fuquay. 1980 Traducido por Sumano L.)
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2.12.2. PRESIÓN OSMÓTICA.

Bearden y Fuquay (1982) menciona: que el semen mantiene una actividad metabólica
máxima cuando se diluye en una solución isotónica. Tanto las soluciones hipo como
hipertónicas reducen la tasa

metabólica, pero ninguna aumenta la vida del semen. La

membrana de los espermatozoides es semi permeable. Las soluciones hipo e hipertónicas
alteran la transferencia de agua a través de la membrana, lesionando la integridad de la célula.
Es muy importante utilizar solo soluciones isotónicas.
Los espermatozoides permanecen móviles por más tiempo cuando están suspendidos en su
medio isotónico.

2.12.3. TEMPERATURA.

Bearden y Fuquay (1982) indica: a medida que la temperatura del semen aumenta, la
tasa metabólica también aumenta y su periodo de vida disminuye. Cuando la temperatura se
eleva a más de 50°C los espermatozoides sufren una perdida irreversible de su motilidad. Si se
les mantiene a la temperatura corporal, los espermatozoides solo vivirán por unas pocas horas,
debido a un agotamiento de los substratos energéticos, a una caída del pH debida a la
acumulación del ácido láctico o debido a la combinación de ambos factores. Una reducción de
la temperatura del semen reducirá ' su tasa metabólica, y si se toman medidas para proteger al
semen de un choque de frió y muerte por congelación, se aumentará la vida fértil del semen.

2.13. TINCIÓN DIFERENCIAL PARA DETERMINAR EL PORCENTAJE DE
ESPERMATOZOIDES VIVOS Y MUERTOS.

La eosma se conoce que como tinción diferencial, pues no puede atravesar la
membrana de células vivas y sí la de células muertas. Una tinción de contraste, como la
nigrosina, el azul de ópalo o el verde rápido, hacen visibles las cabezas no teñidas. Se ha
utilizado el porcentaje de espermatozoides vivos en una muestra como verificación de la
motilidad. El porcentaje de células vivas siempre será mayor que el porcentaje de movilidad.
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Varias mezclas de colorantes han dado

buenos resultados.

Todas contienen

aproximadamente 1% de eosina y un colorante de contraste (Evans y Maxwell, 1990).

Las tinciones de contraste preferidas son el verde rápido al 2%, el azul de anilina al 4%
y la nigrosina al 5%. Tanto la eosina como el colorante de contraste se disuelven en una
solución de citrato de sodio deshidratado amortiguado al 2. 9% . Las laminillas se preparan de
la manera descrita en la sección 15-4.1, con dos excepciones: (1) se substituye la tinción por el
citrato sódico amortiguado que diluye al semen; (2) se deben secar las laminillas rápidamente
en una placa caliente de (55 a 60 OC) con un pequeño ventilador dirigido hacia la placa.
(Bearden y Fuquay, 1982)

Bustinza (2001) menCIona que: el % de espermatozoides VIVOS y muertos se
recomienda realizar después de haber hecho la dilución para facilitar la coloración y la
manipulación el colorante más usado es la eosina-nigrosina, debido a que los espermatozoides
resisten bien la tinción con estos colorantes; La Nigrosina sirve para dar un fondo obscuro. El
procedimiento a realizar es colocar una gota de muestra en una porta objeto y una a dos gotas
de tinción, luego se realiza frotis. Se observa a 100 x o lente de inmersión y contando como
mínimo 200 células espermáticas. Los espermatozoides vivos se observa sin colorear y cuando
esta muerto se aprecia de color rosado en un fondo oscuro. En la práctica se debe considerar a
,

los espermatozoides vivos pero anormales como muertos, para determinar el porcentaje de
vivos normales.

2.14. DILUCION DE SEMEN.

Bustinza (2001) menciona: La evaluación macroscópica y microscópica del semenes
con el fin de determinar su calidad y para determinar el número de dosis que se pueden
obtener de un eyaculado, garantizando su eficiencia.

Para hacer una adecuada dilución se utiliza la concentración, el volumen del semen, el
porcentaje de espermatozoides vivos, muertos y los anormales.
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La dilución del total de semen debe contener 40'000000 de espermatozoides para uso de
semen fresco y refrigerado y 80'000000 de espermatozoides para uso de semen congelado en
alpacas.

La dilución total de semen se calcula con la siguiente formula:

% vivos normales x concentración Iml x volumen de semen = mI
40 xl 0 6 (semen di luido fresco) ó 80x 10 6 (congelado)

2.14.1. DILUTORES DE SEMEN.

Para diluir el semen, se vienen probando varios diluyentes en base a citratos, yema de
huevo, tris, etc. Para su uso con semen fresco, refrigerado y congelado. (Bustinza, 2001)

a) Dilutor para semen fresco

Después de varias pruebas se ha obtenido el diluyente en base a PBS y suero de sangre
de alpaca, que tiene resultados satisfactorios.

1. Preparación del dilutor PBS.

El PBS se prepara de acuerdo a la recomendación de Ben y Col (1994), citado por
Pérez, (1997). Se disuelve los preparados A y B separadamente, cada uno en una proporción
de 50% en el volumen total del agua destilada. Luego se agregan los antibióticos.

2. Preparación del suero

Bustinza (2001) menciona: la preparación del suero sanguíneo es de la siguiente forma:

•

Obtener sangre de alpaca cría (o recién nacido) en tubo vacutainer.

•

Separar el suero después de 24 horas de coagulación.
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~

Centrifugar el suero a 3000 rpm por el lapso de 15 minutos

~

El suero puro se coloca en otro tubo para tratarlo a 56°C, durante 30 minutos.

3. Técnica de dilución

Bustinza (2001) indica, que la dilución del semen se realiza de acuerdo a la cantidad
requerida para la inseminación, la que se realiza de acuerdo al procedimiento siguiente:

~ Se mezcla el PBS con 40% del suero tratado, lo que constituye el dilutor.
~ El dilutor se .coloca en Baño Maria a 35°C

para evitar un shock térmico de los

espermatozoides.
• Después de conocer las proporciones de semen y dilutor requeridos, se vierte el dilutor
por las paredes del tubo donde se encuentra el semen.
~ Se espera 5 a 15 minutos para permitir que la dilución se homogenice.

• Luego se observa, al microscopio, la motilidad, y las características de los
espermatozoides .
., Conociendo la motilidad de los espermatozoides, la dilución se coloca en un vaso de
precipitación a una temperatura d 35°C lista para realizar la inseminación .

.
Las ventajas de este dilutor es que no requiere equipo sofisticado, el procedimiento es simple
y puede ser utilizado en campo. Las desventajas serian: no se puede conservar por más de 12
horas, requiere colectar semen frecuentemente y se puede inseminar pocos animales cada vez.

b) Dilutor para semen congelado

Bustinza (2001) indica, que el procedimiento también es el mismo que el seguido para
semen refrigerado, con la diferencia de que se adiciona al dilutor un 5% de glicerina, el dilutor
estará constituido por PBS, + 40% de suero de alpaca, + 5% de yema de huevo y 5% de
glicerina. La mezcla del semen con el dilutor se realiza en un solo paso. Luego se procede a
enfriarlo a 4 oC. Se enpajilla y se congela rápidamente a vapores de nitrógeno líquido.
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Las pajillas se conservan en los tanques de nit~ógeno líquido. El descongelamiento se
realiza en baño maría a 35°C

por 30 segundos. Se evalúa la motilidad, antes de la

inseminación artificial.

Las ventajas son: El semen puede ser conservado por un largo período; y por
consiguiente, el semen de machos sobresalientes y probados pueden ser exportados o
transportados a otros lugares. Las desventajas son: el procedimiento es costoso y complicado;
además requiere el uso de un lanque de Nitrógeno líquido y requiere un mantenimiento
permanente.

2.14.2. CONGELACIÓN DE SEMEN EN PAJUELAS.

Evans y Maxwell (1990) mencionan que en el semen se debe diluir en la proporción
debida con el diluyente requerido. El método de diluir el semen, así como el de llenado y
cierre de las pajuelas, ya se ha descrito. Ahora es importante indicar que cuando se vayan a
congelar las pajuelas se debe dejar un pequeño espacio de aire en ellas (en el extremo por
donde se llena) para evitar que se rompa al congelarla.

Las pajuelas que contengan semen líquido, en un solo paso (a 30°F) se enfrían a 5 oC
en 1,5 - 2,0 horas y luego se congelan. El semen diluido en dos etapas se coloca en pajuelas
premarcadas, después de enfriadas a 5 oC y de haber hecho la segunda dilución, se mantienen
a esa temperatura durante 1,0-1,5 horas, para que exista equilibrio entre el semen y el glicerol,
y luego se congelan. Para congelarlas, las pajuelas se colocan horizontalmente en una gradilla
fría (5°C), que se expone a los vapores del nitrógeno líquido (-80 a -100°C), 3-4 cm por
encima de su superficie.

Alternativamente, las pajuelas se pueden colocar en la cámara de congelación, de una
unidad biocongeladora, con temperatura de -80°C transcurridos 7-8 minutos las pajuelas, con
el semen congelado, se introducen en nitrogeno líquido (-196 OC), Y luego en "globos" de
tamaño apropiado para dejarlas en el contenedor de nitrógeno líquido. Se debe poner especial
atención para que no existan cambios de temperatura durante el enfriado o congelado de las
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pajuelas. Las pajuelas enfriadas se deben transferir a los vapores, o a la cámara, de nitrógeno
líquido con toda rapidez. Las pajuelas congeladas se deben colocar en los "globos" llenos de
nitrógeno líquido (Evans y Maxwell, 1990).

2.14.3. DESCONGELACIÓN DE PAJUELAS DE SEMEN.

Evans y MaxweIl (1990) indican que el semen congelado en pajuelas se puede
descongelar retirando las pajuelas del nitrógeno líquido y metiéndolas en agua a 37 oC, la
pajuela una vez descongelada, se seca y corta por un extremo (de preferencia el cerrado con
PVA o por calor o ultrasónicamente).

Hay que tener en cuenta que debido al problema de la reconcentración del semen,
congelado en pajuelas, se precisa un nivel de dilución de pre-congelado más baja cuando se
vaya a practicar la inseminación cervical.

Rubio, M.

(2004) menCiOna:

que la tasa de calentamiento óptima para la

descongelación está detenninada por el número y el tamaño de los cristales de hielo que se
fonnan en la congelación, la tasa de enfriamiento tras la siembra y la temperatura de
inmersión. Si quedó agua en el interior de las células cuando se indujo la siembra, y éstas son
calentadas lentamente, tendría lugar el fenómeno de la "recristalización". En este caso, los
cristales de hielo

intracelulares fonnados

en el

proceso

de congelación crecerían

excesivamente durante el recalentamiento y dañarían las células. En cambio, si se llevó a cabo
un enfriamiento lento, hasta bajas temperaturas de inmersión, las células estarán muy
deshidratadas, y un calentamiento lento es necesario.

2.14.4. CONTROL DEL SEMEN DESPUÉS DE LA CONGELACIÓN Y
DESCONGELACIÓN

Evans y Maxwell (1990) indica que es de importancia capital el asegurar la calidad del
semen después de congelado y descongelado, con el fin de conocer la posible capacidad de su
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fertilización. El control real de la integridad funcional y de la fertilización es su capacidad para
fertilizar huevos in vivo y por ende, producir descendencia.

Tales ensayos de fertilidad precisan de un tiempo y disponibilidades considerables.
Consecuentemente se han realizado muchos trabajos para disponer de métodos simples,
rápidos y efectivos para predecir la fertilidad del semen. Con la fertilidad del semen se han
relacionado varios parámetros como la motilidad, viabilidad, ultra-estructura y cambios
bioquímicos de

los espennatozoides después de su congelación-descongelación. No se

dispone de ensayos simples; sin embargo, la combinación de algunos de los que se señalan
más adelante proporcionará

una infonnación sobre la calidad del semen después de

descongelado. El problema es que muchos de estos ensayos no son fáciles de realizar, con lo
que el examen de la motilidad y viabilidad del semen descongelado son los que resultan más
comúnmente útiles; de esta fonna, se estima la calidad del semen en la mayor parte de las
circunstancias. (Evans, G y Maxwell, WMC. 1990).

2.14.2.1. MOTILIDAD y VIABILIDAD DE LOS ESPERMATOZOIDES.

Evans y Maxwell, WMC. (1990). Indican que la detenninación de la motilidad de los
espennatozoides es el análisis más simple para asegurar

la calidad del semen congelado-

descongelado y es el ensayo más ' utilizado. El análisis se hace en un porta caliente (37°C),
provisto de cubre, inmediatamente descongelado el semen. Si el semen se congeló con una
baja relación de dilución y la recuperación, después de descongelado, es relativamente buena,
se podrá visualizar un onda de movimiento al observar la muestra al microscopio sin cubre.

Para obtener una indicación de la viabilidad de los espermatozoides, los análisis de
motilidad se deberán hacer a intervalos de una a dos horas, durante la incubación de una
muestra de 0.5 mI de semen descongelado, en un baño de agua de 3rC para el semen diluido,
con relación más baja (1 + 1 ó 1+2), se puede hacer una nueva dilución, después de
descongelado, del orden del doble o triple, utilizando el mismo diluyente pre-congelación sin
yema de huevo ni glicerol, de esta fonna se podrá observar la motilidad de

los

espennatozoides en el porta, provisto de cubre. Para las pruebas de viabilidad se recomienda la
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incubación del semen a 3

re, por ser próxima a la temperatura del animal, con lo que simulará

lo que acontece in vivo. Evans, G y Maxwell, WMC. (1990).

Los eyaculados individuales de carnero y macho cabrío, solamente

se pueden

considerar adecuados para su congelación y uso en la inseminación si el porcentaje de
espermatozoides que se mueven hacia delante no es menor del 40%, al descongelarlos, y del
30% después de 5-6 horas de incubación.
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111. MATERIALES Y METODOS
3.1. LOCALIZACIÓN.

El presente trabajo se realizó en el Banco Nacional de Germoplasma de Camélidos
dependiente del Ministerio de Desarrollo Rural Agropecuario y Medio Ambiente ubicado en el
Centro Experimental Agropecuario Condoriri, perteneciente a la Facultad de Ciencias
Agrícolas Pecuarias y Veterinarias de la Universidad Técnica de Oruro, que se encuentra
ubicado a 49 Km. al noreste de la provincia Cercado del Departamento de Oruro y a 12 Km. al
noreste de la comunidad de Caracollo, cuyas coordenadas geográficas son: 17°31'41" de
latitud sur, 67°14'02" de longitud oeste, esta a una altura de 3830 m.s.n.m. con una superficie
de 1640 ha (Caria geográfica del Instituto Geográfico Militar).

3.2. RECURSOS NATURALES.

3.2.1 CLIMA.

La clasificación del clima de la zona según el Dr. C. W. Thornthwaite; corresponde al
micro termal (semi frió a frío), sin estación bien definida, semi árida con vegetación de estepas
y humedad deficientes en épocas secas según Thornthwaite.

La temperatura promedio anual es 10.3°C con ISO

a 200 días de helada, la

precipitación media es de 360.8 mm, con una humedad relativa del 45% y vientos que se
presentan con mayor intensidad en los meses de agosto y septiembre con un promedio anual
de 2,12 m/s con direcciones predominantes de norte a sur.

De acuerdo a la estación meteorológica de observación del C.E.A.C., los datos
promedios de los últimos 15 años son los siguientes:
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•

• Temperatura media

10,3 oC

• Temperatura máxima

18 °C

• Temperatura mínima

- 15 oC

• Precipitación

360 mm

•

Humedad relativa

45 %

•

Días de heladas

150-200

3.2.2. ECOLOGÍA.

De acuerdo al. mapa de las zonas climáticas del altiplano boliviano, (Cabrera 1968) el
área de influencia del presente estudio, corresponde a la zona de alto andina semiárida,
mientras el mapa simplificado de ecorregiónes de Bolivia, Ellenberg (1994), la zona de
estudio se la caracteriza como ecorregión puna semi árida y árida.

3.2.3. SUELOS.

El centro experimental demuestra variaciones desde suelos franco arcilloso y
consistencia ligeramente dura, con profundidad superior a 2 m con un pH de 7.05 a 8.2.
,

3.2.4. RECURSOS HÍDRICOS.

El Centro Experimental Agropecuario Condoriri cuenta con agua para el consumo de
los animales y riego procedente del río Huaña Jaría, durante la mayor parte del año que
favorece en gran parte al cultivo de la alfalfa y cereales principalmente.

3.2.5. RECURSOS FORRAJEROS.

Los forrajes consumidos por los animales están constituidos por especies introducidas
y nativas clasificadas de acuerdo a las asociaciones vegetales existentes en el e.E.A.e.
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3.3. MATERIALES.

3.3.1. MATERIAL BIOLÓGICO.
Semen de llamas machos (sarijos) de la Raza Q' ara recolectadas en la sala de
recolección de semen las cuales se obtuvieron con vagina artificial modificada (V.A.M.)
incorporada a un maniquí, atemperada con agua caliente y frazadilla térmica.

3.3.2. MATERIAL UTILIZADO PARA LA DILUCIÓN.

•

Yema de huevo criollo

•
•

Suero sanguíneo

•
•
•
•

Glicerol
Polyvinyl alcohol

I

Dilutor Tris
Dilutor PBS
Nigrosina (tinción)

Crio protectores

•

•

Materiales para dilución

Suero sanguíneo
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3.3.3. MATERIALES DE LABORATORIO.

•
•

3 tubos cónicos graduados de 15 mI

•
•
•
•
•
•
•

20 tubos y agujas vacutainer al vació

..

10 tubos de ensayo con tapa de 10 mI
~

1 Pipeta y 1 micro pipeta
3 Probetas graduadas de 5, 10, 100 mi
3 Cajas petry de 10 cm de diámetro

Tubos graduados

1 caja de porta y cubre objetos
15 jeringas de tuberculina
2 gradillas

•
•

2 gradillas para pajuelas

•
•

2 mecheros

•

2 termómetros

•
•
•

1 tecnopor

•

100 pajuelas

1 caja de guantes de látex

Pajillas

1 calentador de agua
3 vasos precipitados

I _

-

~

•

I

I

Material de laboratorio

•

•

Gradilla para las pajillas

• •,
,. "' ,".-

.~....,..1-- _

Tennómetro y mechero
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3.3.4. EQUIPOS.

•

1 Microscópio

•

1 Cámara de N eubauer

•

1 Autoclave

•

1 Estufa o calentador

•

1 Refrigerador

•

1 Tanque de nitrógeno líquido

•

1 Centrifugadora

•

1 Baño maría

•

1 Balanza analítica

Cámara de Neubauer

"
Tanque de nitrógeno liquido

Autoclave

,/

Calentador
Centrifugadora

.....
Balanza Analitica

s

,...-

In'O

Microscopio
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3.3.5. MATERIAL DE ESCRITORIO.

•
•

•
•
•
•
•

1 Cuaderno de apuntes
100 Hojas bon
2 Lapiceros
1 Ordenador
1 Impresora
1 Cámara fotográfica digital
1 caja de CDs y diskettes

.'
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3.4. METODOLOGÍA.

3.4.1. TRABAJOS PRELIMINARES.

Como primer trabajo es la preparación de los dilutores las cuales se lo realizo de la
siguiente manera:

3.4.1.1. PREPARACIÓN DE DILUTORES.

1) DILUTOR TRIS.

Para la preparación de este dilutor se utilizó probetas graduadas, pipetas, y balanza
analítica para medir y pesar las cantidades requeridas. Este dilutor se preparo bajo la siguiente
formulación:

~

2.42 gr

Hidroximetil amino
,

~

1.65 gr

Acido cítrico monohidratado

~

1.0 gr

Fructuosa

~

1.0 mg/ml Estreptomicina
,

~

500 UI/ml Penicilina (G potásica o sódica)

..

H20 mI.

Agua bidestilada estéril capacidad suficiente para 100 mI

Fuente: Ben, R y Col (1994, citado por Pérez, G., 1997)

El pH de este diluyente tiene que ser de 6.5 para que sea estable.

•

Hidroximetil amino = Este compuesto nos servirá para que amortigüe el pH.
,

•

Acido cítrico monohidratado = Entrara al ciclo de Kref del metabolismo del
espermatozoide.

•

Estreptomicina = Antibiótico para controlar que el dilutor no se contamine

•

Fructuosa

•

Penicilina (G potásica o sódica)

=

Le servirá de energía al espermatozoide.
=

Antibiótico para el controlar que el dilutor no se

contamine.
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•

Agua bidestilada estéril

=

Su principal función es la dilución de productos para su uso.

a) ESTERILIZACION.

• Una vez preparado el dilutor TRIS se realizo la esterilización por filtración con un
filtro # 0.22 micro micras, luego se lo coloca en baño maría y se deja hervir durante 5
minutos para esterilizar la muestra.
~ Una vez realizado la esterilización se filtra nuevamente y se añade penicil ina en la

cantidad que se recomienda.
~ Luego se deposita en un envase esterilizado y se almacena en un refrigerador
~ La preparación del TRIS tiene una duración de 2 meses refrigerado.

2) DILUTOR PBS.

Para la preparación de este dilutor se utilizo probetas graduadas, pipetas, y balanza
analítica para medir y pesar las cantidades requeridas. Este dilutor se preparo bajo la siguiente
formulación:

CUADRO 5. FORMULACION DEL PBS FRACCION A y B

I FRACCION A

1I g/litro

NaCl

0.8

KCL

0.2

CaCI2 2H20

0. 1

MgCI26H20

0. 1

I FRACCION B

1I g/litro

Na2HP04

1.150

KH3P04

0.200

Piruvato de Na

0.036

Glucosa

1.00

I Antibióticosflitro
Penicilina G Sódica
Sulfato de estreptomicina

1I

1100.00 UI
50 mg.

Fuente: Ben, R y Col ( 1994 , citado por Perez, G., 1997)

1

1

1

I
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FRACCION A.

.. NaCI =

Procesos de deshidratación por depleción de sodio.

• KCL

Déficit de cloro y potasio provocadas por deshidratación.

~

y METODOS

=

CaCl2 2H20

=

~ MgCh 6H20

=

Para producir un equilibrio en todas las funciones del
espermatozoide.

~ Penicilina G Sódica = Antibiótico para controlar que el dilutor no se contamine
~ Sulfato de estreptomicina = Para evitar la contaminación.

b) FRACCION B.

~

NG2HP04 =

~

KH3P04 =

~

Piruvato de Na =

.. Glucosa = Le servirá de energía al espennatozoide.
.. Penicilina G Sódica = Antibiótico para el controlar que el dilutor no se contamine.
.. Sulfato de estreptomicina

=

Para evitar la contaminación.

Para obtener un di-lutor reconstituyente y mejor, juntamos la fracción A con la fracción B en
cantidades de acuerdo a lo que se requiere para la dilución.

3.4.2. OBTENCION DE SUERO.

Con la ayuda de un tubo y jeringa vacutainer se obtuvo sangre de la vena yugular de
una hembra adulta en gestación un volumen de 10 mI
La sangre no debe ser recolectada con anticoagulante, una vez obtenida la sangre se sigue los
siguientes pasos:

.. La muestra recolectada se centrifugo a 3000 RPM por un tiempo de 15 minutos.
~

Tenninado este proceso se eliminó el sedimento y se centrifugó nuevamente el
sobrenadante.
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~

Una vez obtenido el suero se añadió penicilina (500 UI /1 00 rnl) o cualquier antibiótico
para evitar la contaminación.

~

Luego se realizo la filtración con filtro número 0,4 micro micras .

• Realizado el filtrado se trato el suero a 56°

e en baño maría por un tiempo de 30 min

esto se realiza para eliminar al complemento IgG, IgM para no aglutinar a los
espermatozoides y solo quede proteínas, vitaminas y enzimas para que pueda dar una
textura suave y mayor velocidad a los espermatozoides .
• Este suero puede ser utilizado por un año si es debidamente congelado y por siete días
si es refrigerado.

OBTENCION DEL SUERO SANGUINEO EN LABORATORIO.

Suero sanguíneo en la primera centrifugación

Tubos vacutainer con sangre

Centrifugadora

Suero sanguíneo en la segunda centrifugación
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3.4.3. OBTENCION DE YEMA DE HUEVO

~

Primeramente se tomo el huevo criollo y se lo separo de la clara en una caja Petry.

~

Una vez obtenido la yema se coloco sobre un papel secante para poder sacar todo lo
que queda de la clara ya que esta contiene espermaticidas.

Separación de la clara

Secado en papel absorbente

• Con la ayuda de una aguja rompemos la membrana que cubre la yema y con una
jeringa tomamos la yema la cual lo depositamos en un tubo de ensayo.

• La función de que tiene la yema de huevo es de proteger al espermatozoide contra el
shoc térmico y ofrecerlo nutrientes al espermatozoide.

Rotura de la membrana

Toma de la yema con jeringa
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3.4.4. DILUCION DEL SEMEN.

Antes de comenzar con la dilución de semen se realiza los trabajos de evaluación del
semen, los cuales nos servirá para poder tener las características de cada eyaculado.

3.4.4.1. EV ALUACION DEL SEMEN.

Previa recepción de muestras de semen, el laboratorio de congelación donde se realizó
el trabajo debe estar atemperado a unos 18 a 20° C, para evitar problemas en el manejo de
semen y provocar algún shoc térmico en las células espermáticas. Para realizar el atemperado
puede utilizarse estufas o calentadores de placas. Una vez recepcionada las muestras de semen
en el laboratorio de dilución y congelación de semen son colocadas rápidamente en baño
maría a una temperatura de 35 a 37° C, para simular la temperatura de los testÍCulos del macho

y poder impedir de esta manera cambios en los componentes del plasma (menaspermo y
plasma).

3.4.4.1.1. EVALUACION MACROSCÓPICA.

a) VOLUMEN.

El volumeñ fue determinado mediante un tubo recolector graduado en mI o cm3, los
volúmenes recolectados varían de acuerdo a la época sea esta húmeda o seca, se obtuvo
eyaculados de 0,5 mI en época seca a 4,5 mI de semen en época húmeda.
Este dato se toma después de unos 5 a 8 minutos de realizar la recolección de semen, ya que
el semen tiene un aspecto espumoso y viscoso y tarda un cierto tiempo en bajar de la funda al
tubo recolector.

Volumen de semen
en tubo graduado
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b) ASPECTO.

El aspecto que tiene el semen recolectado con

vagina artificial modificada

es

espumoso con un olor característico. Esta evaluación se lo realizo por simple inspección

Aspecto espumoso de la muestra de semen

e) VISCOSIDAD.

Para la evaluación de este dato se procedió a la absorción de 0.5 mI de muestra en una
pajuela, observando la ausencia o presencia de elasticidad del fluido durante su precipitación
(gota colgante), se le dio un valor de: grado A con poca viscosidad, grado B medio y grado
C con mucha viscosidad, de acuerdo al tiempo que tarda en precipitarse la muestra, ya que la
bibliografia indica que este dato es subjetivo y cuantitativo de acuerdo a un criterio personal
(Pérez G. 2001)

Análisis de la viscosidad el cual tiene un valor de grado

e
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d) COLOR.

El color fue determinado por simple inspección; para tal efecto se procedió a colocar a
contraluz un tubo recolector con la muestra de semen para determinar el grado de
transparencia del fluido , considerando además la comparación con los colores que indican
algunos autores, que varía de blanco cristalino a ligeramente lechoso. (Bustinza 2001).

e) pH.

La lectura del pH de cada muestra, se realizo con la ayuda de unas láminas de test de
urólisis las cuales son introducidas en la muestra y luego son comparadas con una tabla en la
cual se tiene valores ya determinados.

El pH promedio encontrado en las muestras es de 7,4 a 7.8

Evaluación del pH de la muestra

3.4.4.1.2. EVALUACION MICROSCÓPICA.

a)

~

MOTILIDAD.

La motilidad se determino por el método de los decimales, inmediatamente realizada la
deposición de las muestras en baño maría.
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~ Para la evaluación de este dato se dispone de un microscopio graduado de 100 x de

aumento y una platina atemperada mediante un secador de pelo.
• En una lámina porta objetos atemperada se deposito, una gota de semen luego se cubre
con otra lamina cubre- objetos, logrando una capa uniforme y evitando la sequedad de
la muestra, esta se lleva al microscopio y se realiza esta observación a 40 X Y 100 X.

La observación se realizo en 10 campos para tener mayor seguridad

CUADRO 6. DETERMINACION DE MOTILIDAD ESPERMÁTICA POR EL SISTEMA DE
DECIMALES

Número de espermatozoides en

% de movimiento

movimiento

rectilíneo

(Motilidad)

10

100

9

90

8

80

7

70

6

60

5

50

4

40

3

30

2

20

1

10

O

O
..

FUENTE: Boletín Técnico Nro 9 Central de ¡nsemmaclon artifiCial
Programa de Mejoramiento Ganadero, Lima-Perú

~

Inmediatamente y fijando la vista en un sector determinado del campo de observación
del microscopio, se contó 10 espermatozoides

al azar y de acuerdo a cuantos

espennatozoides con movimiento progresivo se observaron dentro de 10 contados, se
fue registrando la motilidad de cada muestra.
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Para la evaluación de la motilidad se utilizo la siguiente fórmula:

Motilidad = Espermatozoides móviles x 100
Total de espermatozoides

•

Muestras de espermatozoides

-.

Para realizar la dilución tenemos que tener como mínimo un 60 % de motilidad individuaL

b) CONCENTRACION ESPERMÁTICA.

~

Para realizar este análisis las células espermáticas tienen que estar muertas. La
determinación de la concentración espermática se realizo por medio de la cámara de
Neubauer.

54

- -_ __ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _MATERIALES y METODOS

.. En una jeringa de tuberculina de 1mI se divide en 20 partes iguales y aspiramos 0.05
mI de muestra de semen y lo mezclamos con una solución hiperosmótica 1 en 10 o sea
que aspiramos 0.95 mI de esta solución para tener l mI de muestra mas solución, la
solución tiene que estar tibia para que se pueda tener una concentración casi exacta.

• Esta solución hiperosmótica se preparó a base de cloruro de sodio yagua bidestilada,
se tomo 1.2 g de cloruro de sodio y se añadió 100 mI de agua bidestilada esta mezcla
nos dará una solución hiperosmótica.

~ Luego de preparar la muestra más la solución se tapo el extremo de la jeringa de

tuberculina con el dedo Índice para proceder a la mezcla del contenido agitando
ligeramente por el lapso de 2 a 3 minutos ya que el semen es viscoso y tiene que
mezclarse muy bien con la solución.

~

Posterior a este trabajo se preparó la cámara de Neubauer con su respectivo
cubreobjetos, se colocó la punta de la jeringa de tuberculina en la hendidura formada
por el borde del cubre objetos se depositó 1 gota de muestra en ambos lados, la cual se
dejo reposar esta muestra durante 5 minutos para que por capilaridad llene el espacio
por debajo de la lamina, permitiendo la sedimentación de los espermatozoides dentro
la cámara.

~

Una vez reposado se llevó la cámara de Neubauer al microscopio y se observo con un
objetivo de alto poder para contar los espennatozoides, procediendo el conteo en cinco
2

cuadrados dispuestos en forma de X en el área de 0,0025 mm determinado dentro de
la cámara.

.. Se registro a los espermatozoides que se encontraron dentro el cuadrado (enteros)
tomando de referencia la letra L y las cabezas que estaban dentro el cuadro del lado
izquierdo y la parte de abajo.
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La concentración de espermatozoides se determinó con la siguiente fórmula:

C = NEC5C x 10000 x 1000 =
Donde:
- NEC5C

= Número de espermatozoides contados en los 5 campos

- 10000 Y 1000 = Son constantes

Ejemplo:
C = 35 x 10000 x 1000 = 350'000.000 de células espermáticas/cc3

Una vez que se tiene la concentración podemos calcular la dilución de semen
total con la siguiente fórmula:

% M x NC

X

106 x VOL

=

mi

20 xl0 6

Donde:
%M

=

Porcentaje de motilidad de espermatozoides

NC

= Número de espermatozoides contados en los 5 campos * 106

Vol.

= Volumen eyaculado

20* 106

=

Requerimiento de espermatozoides por pajilla de 0.5 mI

Deposición de muestra de semen en la cámara

Conteo de espermatozoides en la cámara
de Neubauer
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• Una vez que se tiene todos los datos de las evaluaciones se calcula con la fórmula el
número de dosis que tendremos de acuerdo al volumen de semen recolectado.

Ej.
6

0.6 % x 350 x 10 x 2.5ml = 26.25::::; 26 dosis de 1 mI. y 52 dosis de
20 xl 0

6

0.5 mi que es para una pajuela.

e) VIA VILIDAD ESPERMÁTICAS

En la realización de porcentaje de espermatozoides

VIVOS

y muertos se realizo la

prueba de tinción, para la cual se utilizo Nigrosina, para realizar este trabajo se siguió los
siguientes pasos:

~

Como primer paso se atemperó el porta objetos en el mechero.

~

Se depositó una gota de muestra de semen en un extremo del porta objetos.

~

Junto a la muestra se depositó una gota de tinción Nigrosina.

.. Con la ayuda de una aguja estéril se mezclo y homogenizo la muestra.
.. Posteriormente, se realizo sobre el portaobjetos una extensión de la mezcla (frotis) la
cual se deja secar con la ayuda de un mechero (fijación de muestra) durante 2 minutos.
,

• En este tiempo los espermatozoides muertos, debido a la no funcionalidad de su
membrana, se tiñen de la Nigrosina, mientras que en los espermatozoides vivos esto
no ocurre, quedando incoloros sobre el fondo oscuro teñido por la nigrosina.
• Se realizo el conteo de 200 células espermáticas como mínimo.
•

Cuanto mayor sea el porcentaje de espermatozoides inca-loros (vivos), mejor será la
calidad de la muestra.
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Colocado de muestra en portaobjetos

Mezclado de la muestra con la tinción

•

Realizando el frotis

observación en microscopio

d) ANORMALIDADES ESPERMÁTICAS.

Las anormalidades encontradas en las muestras de semen de llamas Sarijos machos
fueron las siguientes:

- Cabeza doble, cabeza sola,.doble cola, cola sola, colas dobladas o enrolladas.

•

•
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3.4.5. PREPARACIÓN DEL DILUYENTE A BASE DEL DILUTOR "PB "

Esta preparación se lo realiza de acuerdo a la cantidad requerida, con los siguientes
pasos: Para 1 ml de semen.

• Para obtener el PBS reconstituyente se tomo en un probeta 10 ml de PBS A y 10 mi de
PBS B lo cual nos dio un PBSR reconstituyente.
~ Luego se mezclo 3 ml PBSR con 2 ml de suero sanguíneo y 0.25 ml de yema de huevo

crio llo en un tubo graduado cónico de 15 ml
• Toda esta preparación nos represento el 95 %.
~ A esta preparación se añadió 0.32 ml de glicerina ultra filtrada (94.6% de pureza).
~

Esta cantidad represento el 5 % haciendo un total de 100 % de dilutor.

~

Toda esta preparación se atempero a 37°

e en baño maría.

• El diluyente preparado y atemperado con la ayuda de una jeringa se lo vierte por las
paredes del tubo cónico graduado que contenga 1 ml de semen y se espera de 5 a 10
minutos para que la muestra se homogenice.

/

•

Dilutor con semen

Preparación de diIutores

Dilutor PBS
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o

~ Esta muestra debe ser llevada al refrigerador hasta bajar la temperatura a 5°
~ Una vez que baje la temperatura de

.

4 a 5° C esta lista para ser empajillada y

congelada.

3.4.6. PREPARACIÓN DEL DILUYENTE A BASE DEL nILUTOR "TRIS"

Esta preparación se lo realiza de acuerdo a la cantidad requerida, con los siguientes
pasos: Para 1 mI de semen.

~

Se mezcla en un tubo graduado 8 mI del dilutor TRIS con 2 mI de yema de huevo, esta
mezcla se lo centrifugo a 3000 r.p.m. durante 4 minutos para eliminar los gránulos de
grasa de la yema de huevo y dejar solamente los iones de los fosfolípidos (para
clarificar el dilutor). Este dilutor tiene que estar atemperado a 37° C.

~

Con la ayuda de una jeringa se añade 1.5 mI del diluyente a un tubo graduado cónico
donde contenga 1 mI de semen, este diluyente se agrega por las paredes del tubo y se
espera de 5 a 10 minutos para que la muestra se homogenice.

Preparación del dilutor IRIS

olRIDAL

Manteniendo la temperatura de 35 a 37'

e
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\l:¡,

• Esta preparación debe ser fijada en un vaso de precipitado atemperado a 37 oC.
~ Luego de este trabajo la muestra es llevada al refrigerador para bajar a una

temperatura de 5 a 4 oC como mínimo de lo contrario los espermatozoides pueden
sufrir un shoc térmico y fallecer (Muestra A).
~ En otra probeta se añade 1.3 mi de TRIS y 0.2 mi de glicerol, esta muestra también es

llevado al refrigerador hasta que baje a una temperatura de 4 a 5 oC (Muestra B).
~ Una vez que las dos muestras estén a una temperatura a 5 oC la muestra B debe ser

mezclada lentamente con la ayuda de una jeringa con la muestra A para mantener el
equilibrio de la dilución.
~ Una vez realizada esta mezcla la muestra esta lista para ser empajillada y congelada.

3.4.7. LLENADO Y SELLADO DE LAS PAJILLAS (ENPAJILLADO)

Cada pajilla contiene 0.5 mI de semen diluido y mide 13.5 mm de longitud y 3 mm de
diámetro interno con aproximadamente de 20 a 30 millones de espermatozoides. Para realizar
el llenado y sellado de las pajillas se sigue los siguientes pasos:

~

Todo el trabajo de empajillado debe realizarse a una temperatura de 5° C, este trabajo
se lo realizo dentro del refrigerador para poder mantener una temperatura constante.

~

-

.

Las pajillas antes de ser utilizadas deben ser debidamente identificadas y solo se debe
sacar de su embase las pajillas que van a ser utilizadas.

• Las pajillas deben ser colocadas en un vaso de precipitado estéril.
~

El sellador (polyvinil alcohol) debe ser colocado en un recipiente cerca el área de
trabajo.

~

En otro vaso de precipitado se coloca agua estéril bidestilada.

~

Con la ayuda de una jeringa para prueba de tuberculina conectado a un capuchón que
sostenga a la pajuela se carga 0.5 mI de semen diluido (PBS o TRIS).
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Realización del trabajo dentro el
refrigerador a 5° e

Llenado de pajillas

tt Luego se aspira 1 cm de aire (cámara de aire) el cual permitirá que la paj illa con la
congelación no sufra ninguna fisura producto del congelamiento .
La punta de la pajilla del lado de la cámara de aire se introduce al sellador, luego se
sumerge dicha punta al vaso de precipitado con agua bidestilada para su solidificación.
~

Finalmente se seca con un paño limpio y se coloca en la gradilla porta pajuelas.

Enpaj illado con lcm de aire

Empapar la plillta con alcohol polyvinil

Sellado con agua destilada

Porta pajilla con pajuelas
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3.4.8.

CRIO CONGELACIÓN.

El trabajo de crio congelación de semen es la parte mas importante ya que el
espermatozoide bajara a una temperatura de - 196

0

e entonces es

muy importante seguir el

protocolo de congelamiento para evitar problemas.

Los pasos a seguir para la crio conservación son los siguientes:
~

Primeramente se marca el tecnopor desde su base a 4cm, luego de esta primera marca
medimos y marcamos 2.5 cm, también de la primera marca medimos y marcamos 7cm y
para finalizar medimos de la primera marca 12 cm.

12 cm de la plim.era marca.

"""'"". 7 cm d e la prin-EJa
•

I--~
)----------r-~+_.

2.5 cm de la prin-EJa marca.
4 cm altura del Nitl'ógero L~Wdo

.., Una vez realizado estas medidas se vacía del T.N.L. nitrógeno líquido al tecnopor hasta la
altura de la primera marca la cual se deja reposar hasta que el nitrógeno este estático)
porque la congelación se lo realizo en nitrógeno líquido estático.

Vaciado del Nitrógeno Liquido al tecnopor a 4 cm de altura
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Una vez que el Nitrógeno Líquido este estático se lleva rápidamente la gradilla con la
pajillas al tecnopor a la marca de ] 2 cm y bajamos lentamente a la marca de 7 cm
Se mantiene 3 minutos a esta altura, al primer minuto la temperatura baja _3° C esta etapa
es la más crítica porque a esta temperatura las pajillas se cristalizan, pasados los tres
minutos la temperatura llega a-35° C y la pajilla se congela.
Durante los 4 min siguientes descendemos paulatinamente la gradilla hasta la marca de 2.5
cm, la temperatura a esta altura baja a-45° C.
~

Una vez completados los 7 minutos desde el inicio, con la ayuda de una pinza dejamos
caer las pajillas de la gradilla al nitrógeno líquido.

Gradilla con pajillas a diferentes alturas del Nitrógeno Liquido

Pajillas congeladas

Pajillas en Nitrógeno Líquido
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3.4.9. CRlO CONCERVAClON

... Con la ayuda de una pinza se coloca las pajillas en los porta pajillas. Todo este
trabajo se debe realizar dentro del tecnopor y del nitrógeno líquido, las pajilla se
colocan con la parte sellada hacia arriba para mayor seguridad.

Colocado de pajillas
en los porta pajillas

Una vez llenados los porta pajillas se lleva rápidamente a los canastillos que están en
el TNL en menos de 5 seg para evitar el shoc térmico .
.. Terminado este trabajo, se hecha el Nitrógeno Líquido con la ayuda en un embudo en
el tanque.

Colocado de las porta pajillas en los canastillos del1NL

Vaciado del Nitrógeno Líquido del tecnopor al tanque
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3.4.10. DESCONGELACION y CALENTAMIENTO.

El trabajo de descongelamiento se realizo a los 15 y 30 días luego de realizar la crio
conservación, el procedimiento es el siguiente:

Con la ayuda de una pinza sacamos una pajilla del TNL en el tiempo más corto posible
para evitar shoc térmico, esta pajilla se lo coloca en baño maría de 35 a 37° C.

Colocado de la pajilla en
baño maria de 35 a 37° C

,

Es importante no bajar la temperatura por debajo de los 25° C porque se puede
provocar alteraciones en la membrana, en el metabolismo yen la fertilidad.

~

Una vez que la pajilla este en el baño maría

se remueve por 30 seg para su

descongelamiento.
.. Una vez descongelada, se seca y corta por un extremo (la parte sellada con Alcohol
polyvinilo) para realizar las valoraciones microscópicas.
'"

Una vez descongelada la pajilla se cuenta con 15 min . para el trabajo de valoración e
.

.

.,

msemmaClOn.

It Las valoraciones que se realizan pos descongelamiento son las siguientes:

• Motilidad

Viabilidad

• Concentración (Cámara Neubauer)
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.' .

Todo el equipo para realizar la valoración debe estar atemperado de 35 a 37° C

Control de la temperatura del baño maria

Valoración pos descongelamiento

3.4.11. MANTENIMIENTO DELTNL.

•

El TNL que utilizamos es de 18 "

•

Cada kg de nitrógeno líquido produce 22 lb de vapor

•

Por dia se evapora 100 m1 de nitrógeno liquido

•

El nivel de nitrógeno debe mantenerse por encima de las 4" .Este control debe
realizarse cada 15 días.

•

De bajar el nivel recomendado la congelación puede sufrir variaciones fatales para
la vida del espermatozoide.
Tanque de Nitrógeno Líquido y sus diferentes partes
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3.5. DISEÑO EST ADISTICO.

Para considerar el efecto, de las variables de valoración Física y química antes de la
congelación y pos descongelación se aplico el Diseño Completamente al Azar.
Para la discriminación de medias se utilizó la prueba de contrastes ortogonales al 95 % de
confiabilidad.

Modelo estadístico:

yijk = J.1 + ai

+ Eijk

Donde:

yijk = Es el parámetro detenninado en j -esimo unidad experimental afectado
por la época

J.1
tijk

=

Media general

= Efecto aleatorio de los residuales ~ NIID (O, e)

Para las variables pos descongelamiento se modifica la ecuación estadística:

Modelo estadístico:
yijR = J.1

+ ai + Pj + yij + EijR

Donde:

yijR

- La variable de respuesta afectada por la i-ésima fecha y j -ésimo

diluyente en R-ésima Unidad experimental (muestra).

ni

=

Pj

= Efecto fijo del j-ésimo diluyente

yij

= Efecto de la interacción del i-ésimo y j-esimo tratamientos

EijR

= Efecto aleatorio de los residuales - NIID (0,Ge

Efecto fijo del i-ésimo tratamiento.

2
)
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IV. RESULTADOS Y DISCUSiÓN
4.1. EVALUACIÓN DEL SEMEN.

4.1.1. EVALUACIÓN MACROSCÓPICA.

4.1.1.1. VISCOSIDAD.

Las muestras recolectadas

de semen de llamas tienen una consistencia viscosa y

pegajosa muy similar a la clara de huevo, mostrando una gran elasticidad durante la
precipitación de la gota colgante. Para medir esta viscosidad se le dio un valor de grado A con
poca viscosidad, grado B medio y grado C con mucha viscosidad por simple inspección.

La consistencia viscosa del eyaculado hace que no se pueda realizar una dilución
homogénea de los espermatozoides con el diluyente lo que dificulta de cierta manera en el
trabajo.

Sumar (1989) menciona, que la densidad del semen depende de la relación entre la
parte celular y plasmática. Indicando así mismo junto a (Leyva, 1981) que el semen de llamas
presenta un aspecto viscoso y pegajoso.

4.1.1.2. COLOR.

El color de las muestras recolectadas de semen de llama fue de blanco cristalino a
blanco lechoso, notando esta diferencia en las diferentes épocas de recolección, el color de]
semen nos indico la concentración de espermatozoides en el eyaculado ya que el trabajo se
realizo con animales adiestrados y estabulados, esta descripción no difiere de lo mencionado
por (Garabito, 2000) quien describe que el color del semen recolectado con V.A.M. es blanco
lechoso, también corrobora esta descripción (Bustinza, 200 1) quien indica que en alpacas el
color del semen es de blanco cristal ino a blanco lechoso, las que se la asocia con valores de
concentración de espermatozoides.

- -_ _ _ _ _ _ _ _-::-_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ RESULTA DOS Y DISCUSION

4.1.1.3. ASPECTO.

El aspecto del semen eyaculado que a sido recolectado en VAM tiene un aspecto
espumoso el cual tarda un cierto tiempo en bajar de la funda al tubo recolector, esta evaluación
se lo realizo por simple inspección.

4.1.1.4. PH.

La lectura del pH de cada muestra, fue realizada con la ayuda de láminas de test de
urólisis en la cual se tuvieron pH de 7,4 a 7.8, teniendo diferencias en las dos épocas de
recolección

4.1.1.4.1. Análisis de varianza para el pH de eyaculado por época

Cuadro 7. ANV A pH del semen de llamas
GI

S.C.

C.M.

F. Cal.

Pr> F

Epoca

1

1.57

1.57

25.78

0.0023

Error

6

0.37

0.06

Total

7

1.94

F. de V.
,.!..

c.v.

=

Media

=

3.05 %
8.10 %

El presente cuadro de análisis de varianza muestra que el pH de semen es diferente
estadísticamente por efecto de las dos épocas en estudio, afirmándose este resultado con un
99% de seguridad.

Respecto al coeficiente variación este muestra una dispersión moderada del 3.05 %
respecto a su media de 8.10 %, siendo menor esta variabilidad al 30% que recomienda como
un máximo para los trabajos de investigación pecuarios según (Steel y Torry, 1986).
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Gráfico 1. pH de semen en dos diferentes épocas

El gráfico l. Muestra que el pH de semen en llamas registrado en la época seca es de
8.5 tendiendo a ser básico, esto es debido al consumo de alimento fibroso en la época de
estiaje a diferencia de la época húmeda que se registraron datos de 7.2 a 7.5 tendiendo a ser
neutros, estos datos son corroborados por (Sumar, 1991) que cita, que (Mogrovejo, 1952)
empleando un potenciómetro de Beckman, da un promedio de 8.32, con valores extremos de
7.15 a 8.8.

Por su parte (Fernández Baca y Calderón, 1966) reportan valores cercanos a la
neutralidad con ligera tendencia a la alcalinidad, complementariamente se obtuvo un promedio
de 7.5 con valoreS extremos de 7.0 a 8.0 (Kubicek, 1974). Citan también Bearden y Fuquay
1980 Traducido por Sumano L . mencionan que si se mantiene un pH neutro (7 .O) se espera
una tasa metabólica elevada. Si el pH del semen se desvía hacia la alcalinidad o hacia la acidez,
se reducirá el Índice metabólico.

4.1.1.5. VOLUMEN

El

semen recolectado con V .A.M . tiene una diferencia en el volumen en las dos

diferentes épocas, teniendo volúmenes promedio de 0.5 a 2 mi en época seca y de 1,5 a 4.5 mI
en época húmeda.
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4.1.1.5.1. Análisis de varianza para el volumen de semen eyaculado por época

Cuadro 8. ANV A Volumen de semen en llamas
GI

S.C.

C.M.

F. cal.

Pr>F

Epoca

1

7.20

7.20

60.70

0.0002

Error

6

0.71

0.11

Total

7

7.91

F. de V.

C.V
= 15.84 %
Media = 2.18 ce de volumen

El presente cuadro de análisis de varianza muestra que el volumen de semen es
diferente estadísticamente por el efecto de las dos épocas en estudio, afirmándose este
resultado con un 99 % de confiabilidad.

Respecto al coeficiente de variación este muestra una dispersión moderada del 15 .48 %
respecto a su media de 2.18 cc de volumen, siendo menor esta variabilidad al 30 % que
recomienda como un máximo para los trabajos de investigación pecuarios según (Steel y
Torry, 1986)
VOLUMEN DE SEMEN

4,0
c:

3 ,0
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c:
o
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0,0
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IO humeda

O seca

I

Gráfico 2. Volumen de eyaculado en las diferentes épocas

El gráfico 2. Refleja que el mayor porcentaje de volumen de semen de llamas se
registró en la época húmeda con 3.4 cc que es diferente y superior con 2 cc con respecto a la
,

epoca seca.
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Según los trabajos de investigación indican que en el caso del volumen es muy variable,
en alpacas de la raya de Perú el volumen del eyaculado es de 0.4 a 6.6 mI, en llamas de
Condoriri Bolivia es de 0.5 a 2 mI (Chiri R, 2002), esta descripción es corroborada por otros
autores los cuales mencionan que en general el volumen varia de acuerdo al método empleado
(Sumar, 1981). Con las fundas vaginales, (Mogrovejo, 1952) da un promedio de 0.82 mI. (0.4
- 6.6 mI) y con el método de electro eyaculación (Femández-Baca y Calderón, 1966) Señalan
en alpacas, un volumen que fluctúa entre 0.2 a 3.5 mI con un promedio de 1.36 mI.

4.1.2. EVALUACIÓN MICROSCÓPICA.

4.1.2.1. MOTILIDAD.

4.1.2.1.1. Análisis de varianza

%

de Motilidad de espermatozoides por época

Cuadro 9. ANVA % de Motilidad en semen de llamas

GI

SC

CM

Fcal

Pr>F

Epoca

1

3967.5

3967.5

952.2

0.0001

Error

3

12.50

4.17

Total

4

3980.5

FdeV

C.v. = 8.87 %
Media = 23.00 %

El presente cuadro ANV A nos muestra que existe diferencia estadística al 99 % de
confiabilidad en la motilidad afectada por la época.

Respecto al coeficiente variación este muestra una dispersión moderada del 8.87
respecto a su media de 23.0 % de motilidad, siendo menor esta variabilidad del 30% que
recomienda como un máximo para los trabajos de investigación pecuarios según (Steel y
Torry, 1986).
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Gráfico 3. Motilidad espermática por época

El gráfico 3. Refleja que el mayor porcentaje de Motilidad en semen de llamas se
registró en la época húmeda con 57.5 % que es diferente y superior con respecto a la época
seca que registró 31 % de motilidad como promedio.

Este bajo porcentaje es debido a que en la época seca o de estiaje el lívido sexual del
macho es bajo y el consumo de alimento seco hace que el animal no tenga su comportamiento
sexual normal.

A lo contrario del porcentaje elevado en la época húmeda, que es debido al mayor
consumo de forraje verde (Nutrientes) y el aumento elevado del lívido sexual de

estos

animales a esto (Bustinza, 2001) recomienda usar solamente eyaculados con motilidad igualo
mayor a 60 % o mínima del 50 %, para realizar crio conservación.

Los eyaculados individuales del macho, solamente se pueden considerar adecuados
para su congelación y uso en la inseminación si el porcentaje de espermatozoides que se
mueven hacia delante no es menor del 40 %, al descongelarlos, y del 30 % después de 5-6
horas de incubación (Evans, G y Maxwell, WMC, 1990).
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4.1.2.2. VIABILIDAD.

4.1.2.2.1. Análisis de varianza

de viabilidad de espermatozoides por época

%

Cuadro 10. ANV A % de viabilidad en semen de llamas
F. de V.

Gl

S.C.

C.M.

F. cal.

Pr>F

38 .48

0.0016

Epoca

1

..

56.7

56.7

Error

5

7.3

1.46

Total

6

64.0

C.V
Media

= 1.83 %
= 66.0 % de viabilidad

El presente cuadro de análisis de varianza muestra que la viabilidad de los
espermatozoides es

diferente estadísticamente por efecto de las dos épocas en estudio,

afirmándose este resultado con un 99 % de seguridad.

Respecto al coeficiente de variación muestra una dispersión moderada del 1.83 %
respecto a su media de 66.0 %, siendo menor esta variabilidad al 30 % que recomienda como
un máximo para los trabajos de investigación pecuarios según (Steel y Torry, 1986).

VIABILIDAD ESPERMÁTICA
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Gráfico 4. Viabilidad espermática en las diferentes épocas

El gráfico 4 . Refleja que la mayor viabilidad espermática en de semen en llamas se
registró en la época húmeda con 70.5 %, que es diferente y superior con 6.3 % con respecto
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a la época seca, a esto (Gonzales R, 2001) menciona sobre viabilidad, la relación de vivos /
muertos

es

otro

parámetro

importante,

sobre

todo

para

la

.,

conservaclon

del

semen. Un espermatozoide muerto libera enzimas entre las que se encuentran las del
acrosoma, que van a producir daños en las membranas de los vivos, lo que provocará un
mayor número de espermatozoides dañados y la consiguiente pérdida de la calidad y de las
dosis seminales.

Para las pruebas de viabilidad se recomienda la incubación del semen a 37°C, por ser
próxima a la temperatura del animal, con lo que simulará lo que acontece in vivo. (Evans, G y
Maxwell, WMC, 1990).

En la práctica se debe considerar a los espermatozoides vivos pero anormales como
muertos, para determinar el porcentaje de vivos normales.

4.1.2.2. CONCENTRACION.

4.1.2.2.1. Análisis de varianza Concentración de espermatozoides por época
Cuadro 11. ANV A Concentración espermática en semen de llamas
r

"de y.

.

:~ggca vT~

la = 11. ~
Error

Total
c.v.
Media

GI
1

SC
770.53

CM
770.53

3

144.5

48.16

4

915.04

Fcal
16.00

Pr>F
0.0280

61.44
= 11.29

=

El presente cuadro ANV A nos muestra que existe diferencia estadística en la
concentración de espermatozoides afectada por la época afirmándose este resultado con un
95 % de seguridad.

Respecto al coeficiente variación muestra una dispersión elevada de 61.49 % respecto
a su media de 11.20 siendo mayor esta variabilidad a lo que se recomienda un 30 % como un
máximo para los trabajos de investigación pecuarios según (Steel y Ton)', 1986)
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Esta elevada dispersión es debido a que en épocas de mayor consumo de forraje verde
(mayor consumo de nutrientes) y el aumento del lívido sexual en esta época hace que suba la
concentración espermática a diferencia de la época seca donde tuvimos concentraciones más
bajas.

CONCENTRACION
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Gráfico 5. Concentración espermática por época

El gráfico 5. Nos muestra que existe mayor concentración espermática en la época
húmeda en relación a la época seca por la mayor disposición de forraje verde y mayor
consumo de proteína (las células espermáticas son proteínas), haciendo que haya mayor
concentración de células espermáticas, a lo contrario de los datos encontrados por (Sumar,
1991) que cita a ~eyva y Col, 1984), donde indican que existe una concentración de 292.900
± 84.321 espermatozoides por mm

3

en semen obtenido con V.A.

Así mismo (Garabito, 2000) indica: que encontró concentraciones de 186212 cel/esp/cc
en llamas de la raza Q' ara y 161820.8 cel./esp/cc en la raza T' amphulli recolectadas en los
meses de marzo y abril.

Sin duda, las amplias variaciones en concentración se deben al método de colección.
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4.1.2.3. FRUCTUOSA.

4.1.2.3.1 Análisis de varianza para contenido de fructuosa en semen de llamas por época.

Cuadro 12. ANV A Contenido de fructuosa en semen de llamas
Gl

SC

CM

F. cal.

Pr>F

Epoca

1

29.40

29.45

1960.20

0.0001

Error

3

0.045

0.015

Total

4

29.45

FdeV

C.Y. = 6.18%
Media = 1. 980 % de fructuosa

El presente cuadro de análisis de varianza muestra que el contenido de fructuosa del
semen es diferente estadísticamente por efecto de las dos épocas en estudio, afIrmándose este
resultado con un 99 % de confiabilidad.

Respecto al coefIciente de variación muestra una dispersión moderada del 6.18 %
respecto a su media de 1.98 %, siendo menor esta variabilidad al 30 % que recomienda como
un máximo para los trabajos de investigación pecuarios según Steel y Torry (1986).
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Gráfico 6. % de Fructuosa en diferentes épocas

El gráfico 6. N os indica que existe mayor concentración de fructuosa en la época
húmeda a diferencia de la época seca, argumentado a este resultado otros autores donde
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indican: que el primer componente bioquímico estudiado en el semen de alpacas fue la
fructuosa; el semen se obtuvo por el método dc electro eyaculación (Osorio y Col 1978);
señalado por (Sumar, 1991).

Garnica y Achata, (1991) indican: la fructuosa es el substrato metabólico principal del
plasma seminal de varias especies animales

e indicador de la actividad testicular. La

concentración para los meses de mayo a septiembre (época seca y fría) fue de 1.1 ± 0.54;
0.75± 0.31; 0.76 ± 0.54; 1.19 ± 0.85 y 1.53 ± 0.80 mg/1 OOml de semen; estos valores son más
bajos que en otras especies domésticas. Más adelante, estudiaron algunos componentes
bioquímicos del plasma seminal de alpacas entre 3 y 6 años, sin indicar la época de colección,
siendo los más importantes hallazgos los siguientes: fructuosa 5.61 ± 1.11; acido cítrico 68.76
± 7.51; glucosa 6.16 ± 0.39; proteínas totales 3.73 ± 0.20; fosfolípidos 28.74 ± 0.53; fósforo
inorgánico 9.62 ± 0.99 y calcio 17.89 ± 1.61.

4.1.2.4. GLUCOSA.

4.1.2.4.1

Análisis de varianza para contenido de glucosa en semen de llamas por época.

Cuadro 13. ANV A Contenido de glucosa en semen de llamas
-

FdeV
Epoca

GI
1

SC
433.20

CM
433.20

Error

3

0.000

0.000

Total

4

433.20

Fcal
99999.99

Pr>F
0.0001

c.v. = o
Media = 7.60 %

El presente cuadro de análisis de varianza muestra que el % de glucosa en el semen es
diferente estadísticamente por efecto de las dos épocas en estudio, afinnándose este resultado
con un 99% de seguridad.
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Respecto al coeficiente de variación este muestra una di persión de O % respecto a su
media de 7.6 %, siendo menor esta variabilidad al 30 % que recomienda como un máximo
para los trabajos de investigación pecuarios según (Steel y Tony, 1986)
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Gráfico 7. % de Glucosa en la época húmeda y seca

El gráfico 7.

Nos indica que existe mayor concentración de glucosa en la época

húmeda a diferencia de la época seca según el análisis químico realizado en laboratorio a esto
(Gamica y Achata, 1991) indican: que encontraron un valor para la concentración de glucosa
de 6,16 ± 0,39 mg/dl en el plasma seminal de alpacas de 3 a 6 años en la Estación
-

Experimental la Raya - Puno.

Nesty (1974), indica: que los espermatozoides dependen del metabolismo de sus
componentes, esencialmente de los carbohidratos como la principal fuente de energía en vista
de que estos solo poseen una pequeña reserva de glucógeno.
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4.1.3. EVALUACIÓN MICROSCÓPICA POS DESCONGELAMIENTO.

El análisis microscópico del semen se realizo una vez descongelado las pajillas, con
todo el material atemperado y en un tiempo máximo de 1S minutos para evitar problemas de
metabolismo.
Los análisis realizados pos descongelamiento fueron: Motilidad, viabilidad y
concentración.

4.1.3.1. MOTILIDAD

La motilidad pos descongelamiento a los 1S Y 30 días con los dilutores PBS y TRIS
bajan su % de motilidad paulatinamente pasa el tiempo.

4.1.3.1.1. Análisis de varianza para el

%

de Motilidad pos deseongelamiento.

Cuadro 14. ANV A % de Motilidad de semen de llamas pos descongelamiento

Días

1

SC
636.05

Diluyente

1

106.67

106.67

79.55

0.000 I

Días*Dily.

1

0.51

0.51

0.39

0.54 NS

Error

11

14.75

1.34

Total

14

724.93

FdeV

GI

,

CM

Feal

Pr>F

636.05

474.35

0.0001

c.v. =

2.82
Media = 41.06

El presente cuadro de análisis de vananza muestra que el % de motilidad pos
descongelamiento de semen es diferente estadísticamente por efecto de los dos dilutores en
estudio, afirmándose este resultado con un 99% de con fiabilidad.

Respecto al coeficiente de variación este muestra una dispersión del 2.82 % respecto a
su media de 41.06 % de motilidad, siendo menor esta variabilidad al 30% que recomienda
como un máximo para los trabajos de investigación pecuarios según (Steel y Torry, 1986).
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El gráfico 8. Refleja que el mayor porcentaje de motilidad en semen de llamas pos
descongelamiento se registró con el dilutor PBS con 49.5 % a los 15 días y con 36,75 % a los
30 días, a diferencia del dilutor TRIS que registro 44.4 % a los 15 días y 31.0 % a los 30 días,
demostrando de esta manera que el dilutor PBS tiene mejores resultados en la

dilución~

a esto

corrobora (Bustinza, 2001) citado por Pérez G. quien recomienda usar solamente pajillas pos
descongelamiento que tengan un porcentaje de motilidad mínimo o mayor a 40 %, pasado este
promedio la inseminación artificial no tendrá buenos resultados.

4.1.3.2. VIABILIDAD

4.1.3.2.1. Análisis de varianza % de viabilidad de semen pos descongela miento

Cuadro 15. ANV A % de viabilidad pos descongelamiento en semen de llama
GI

SC

CM

F. cal.

Pr>F

Días

1

2400.92

2400.9

1467.23

0.0001

Diluyente

1

132.92

132.92

81.23

0.0001

Días*Dily.

1

3.69

3.69

2.26

0.1612

Error

11

18.0

1.63

Total

14

2485 .3

FdeV

C.v. = 2.82
Media = 45.3 % de viabilidad
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LT. DOS Y DISCUSJO

El presente cuadro de análisis de varianza muestra que la viabilidad de los
espermatozoides pos descongelamiento es diferente estadísticamente por efecto de las dos
diluyentes en estudio, afirmándose así este resultado con un 99 % de confiabilidad.

Respecto al coeficiente de variación este muestra una dispersión moderada del 2.82 %
respecto a su media de 45 .3 % de viabilidad, siendo menor esta variabilidad al 30 % que
recomienda como un máximo para los trabajos de investigación pecuarios según (Steel y
Torry 1986).
Viabilidad pos descongelamineto
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Gráfico 9. % de Viabilidad pos descongelamiento con 2
dilutores
El gráfico 9. Refleja que la mayor viabilidad espermática en semen de llamas se
registró con el dilutor PBS con un porcentaje de 59.5 % a los 15 días y con 38 .0 % a los 30
días que es diferente a los registrados con el dilutor TRIS que muestran datos de 54,5 % de
viabilidad a los 15 días y 28.0 % de viabilidad a los 30 días. Este trabajo es corroborado por
(González M .Ll , Huanca TI , Huanca W2, 2003) mediante su investigación intitulada
Evaluación del efecto de dilutor en la viabilidad de los espermatozoides de semen de alpacas,
donde indica que obtuvo resultados con mayor viabilidad pos descongelamiento en las
muestras con dilutores a base de (pBS, yema de huevo, suero sanguíneo y glicerol).
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4.1.3.1. CONCENTRACIÓN.

La concentración espermática pos descongelamiento es diferente según el, dilutor
utilizado en estudio, teniendo como promedio con el dilutor PBS 29.25 cel/esp/cc y con el
dilutor TRIS 20.75 cel/esp/cc, según las valoraciones realizadas con la cámara de Neubauer a
los 15 días de crio conservación.

4.1.2.4.2

Análisis del

%

de Concentración de células espermáticas pos

descongelamien to

Cuadro 16. ANV A Concentración espermática pos descongelamiento
FdeV

Gl

SC

CM

Fcal

Pr>F

Días

1

221.76

221.76

256.79

0.0001

Diluyente

1

156.0

156.0

180.63

0.0001

Días*Dily.

1

2.07

2.07

2.40

0.1492

Error

11

9.5

0.86

Total

14

372.4

C.V. =4.18
Medi a = 22.2 % cel/esp.

El presente cuadro ANV A nos muestra que existe diferencia estadística en la
concentración de espermatozoides pos descongelamiento afectada por el tipo de dilutor
utilizado en el estudio.

Respecto al coeficiente de variación muestra una dispersión de 4.18 % respecto a su
media de 22.2 % cel/esp siendo mínimo esta variabilidad a lo que se recomienda un 30 %
como un máximo para los trabajos de investigación pecuarios según (Steel y Torry, 1986).
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v.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio y por los análisis
realizados en laboratorio acompañado del análisis estadístico se vierten las siguientes
conclusiones:

~ El

semen recolectado tiene una diferencia en el volumen en las dos diferentes

épocas. Pero el mayor volumen recolectado con V.A.M. fue de 4.5 mI en la época
húmeda

.. La lectura del pH de cada muestra, tiene diferencia en las dos épocas de
recolección. Teniendo menor promedio en la época húmeda de 7.5 % en relación a
la época seca que fue de 8.5 de PH tendiendo a ser básico.

~

El mayor porcentaje de Motilidad en semen de llamas se registró en la época
húmeda con 57.5 % que es diferente y superior con respecto a la época seca que
registró O % de motilidad como promedio.

~

La mayor viabilidad espermática en semen de llamas se registró en la época
húmeda con 70.5 %, que es diferente y superior con 6.3 % con respecto a la
,

epoca seca,

~

Se concluye que existe mayor concentración espermática y mayor contenido de
componentes químicos como la fructuosa y glucosa en la época húmeda, esta
mayor concentración es debido a las influencias medio ambientales.
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\

,

CONCLUSIONES POS DESCONGELAMIENTO

.... En las conclusiones pos descongelamiento se obtuvo mejores y mayores
porcentajes de motilidad, viabilidad y concentración espennática en semen diluido
con el dilutor PBS con promedios de mas del 40% estos porcentajes van bajando
de acuerdo para el tiempo al descongelamiento y teniendo menores promedios a los
30 días, en relación al dilutor TRIS en los cuales se obtuvo promedios mas bajos en
la evaluación de motilidad, viabilidad y concentración espermática una vez
descongelados .

.... Con esto concluimos que el mejor dilutor es el PBS ya que con este medio se
mantiene por más tiempo las características del semen, a diferencia del dilutor
TRIS.

,
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VI. RECOMENDACIONES

En el proceso de dilución:

~ Se recomienda continuar la investigación respecto a la utilización del dilutor PBS, y

sus demás componentes ya que con este medio se pudo obtener mejores resultados en
la crió conservación de semen de llamas.

~

Existen muchos factores que afectan la calidad de los espermatozoides después de la
colección de semen por lo que deben tomarse cuidados para asegurar que el semen no
sea expuesto a condiciones desfavorables durante o después de la colección. Particular
atención debe ser puesta en la limpieza de todo el material de colección, laboratorio y
el manejo subsiguiente del semen a 35 - 37 o C

~

Se recomienda verificar en investigaciones futuras, las cantidades de glicerol, suero
sanguíneo, yema de huevo y PBS y mejorar los porcentajes

de motilidad

concentración y viabilidad pos descongelamiento para realizar dilución de semen de
Camélidos Sudamericanos domésticos .

.~ Es recomendable seguir el protocolo de dilución y congelamiento de semen para evitar
problemas en el metabolismo del espermatozoide y disminuir sus características del
.

mIsmo.
~

Se recomienda realizar la recolección de semen en la época húmeda y no así en la
,

epoca seca.
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--------------------------------------------------------RECOMENDACIONES

Como base para futuras investigaciones:

.~

Realizar las recolecciones de semen solo en épocas húmedas ya que se tiene mejores
características del eyaculado en cuanto a volumen, motilidad, concentración y
viabilidad .

•

Continuar con las investigaciones en el uso de mejores diluyente para la conservación
de semen de llamas .

.. Este trabajo debe ser más estudiado en cuanto a las cantidades requeridas de
crioprotector, dilutor para la dilución y posterior congelación, para mantener sus
características del semen por más tiempo.
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·VII. RESUMEN
La obtención y conservación del semen de llamas no es un procedimiento
estandarizado como lo es en bovinos y presenta una serie de complicaciones asociadas
principalmente a las características propias del semen. Para contribuir al conocimiento de la
biología reproductiva en estas especies se decidió realizar la evaluación del comportamiento
del semen de llama a los diferentes dilutores en estudio .

El presente trabajo se realizó en el Banco Nacional de Germoplasma de Camélidos
dependiente del Ministerio de Desarrollo Rural Agropecuario y Medio Ambiente ubicado en el

.

Centro Experimental Agropecuario Condoriri, perteneciente a la Facultad de Ciencias
.

Agrícolas Pecuarias y Veterinarias de la Universidad Técnica de Oruro, que se encuentra
ubicado a 49 Km. al noreste de la provincia Cercado del Departamento de Oruro y a 12 Km. al
noreste de la comunidad de Caracollo, cuyas coordenadas geográficas son: 17°31'41" de
latitud sur, 67° 14 '02" de longitud oeste, esta a una altura de 3830 m.s.n.m. con una superficie
de 1640 ha (Carta geográfica del Instituto Geográfico Militar).

Las valoraciones macroscópicas realizadas son: pH, (7 .2 - 7.6) volumen (2 - 4.5 cc),
color (Blanco cristalino a· blanco lechoso), densidad o consistencia por simple inspección
(subjetivo).

Las valoraciones microscópicas realizadas son: motilidad (50 - 70 %), viabilidad (507

70 %), concentración (20 - 40 x l0 /esp./cc), anormalidades (10 % como máximo), esta
valoración se realizo con todos los materiales y ambientes atemperados.

La prueba de análisis de varianza al 99% de probabilidad estadística demostró que las
características macroscópicas
recolección.

y microscópicas son diferentes afectados por la época de

./1.'",.
___________________________________________________________ RESUMEN

La preparación de los dilutores están a base de: 1) PBS (Con todos sus componentes
que le servirán al espermatozoide de energía, nutriente y amortiguación), yema de huevo,
suero sanguíneo y glicerol. 2) Dilutor TRIS (Con todos sus componentes que le servirán al
espermatozoide de energía, nutriente, amortiguación y elementos para que no se contamine),
yema de huevo, suero sanguíneo y glicerol, todo este material tiene que estar a 35 - 37 o C
antes de añadirlo al semen.

La muestra ya preparada con el diluyente tiene que bajar a una temperatura de 5 oC,
luego se empajilla teniendo en cuenta que esta temperatura no debe subir.

La congelación debe realizarse lentamente colocando la gradilla con las pajuelas a una
altura determinada del Nitrógeno liquido durante 7 a 10 minutos, luego sumergirlos. Esta lenta
congelación evitara problemas pos descongelamiento en el metabolismo del espermatozoide.

La descongelación de las pajillas se realizó a los 15 y 30 días, sacando estas
rápidamente del TNL y llevándolos a un baño maría durante 30 seg, luego de este trabajo
tenemos 15 min para realizar las valoraciones de viabilidad, motilidad y concentración.

Los promedios obtenidos en los análisis pos descongelamiento fueron mejores con el
,

dilutor PBS a diferencias del dilutor TRIS.

La prueba de análisis de varianza al 99% de probabilidad estadística demostró que las
características pos descongelamiento son diferentes afectados por el dilutor utilizado en la
dilución.
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ANEXO 1. Mapa de localización del Centro Experimental Agropecuario Condoriri
ubicado en la Provincia Cercado del Departamento de Oruro
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----------------------------------------------------------------ANEXOS
ANEXO 2. Infraestructura Banco Nacional de Germoplasma y Reproductores
seleccionados con las mejores características geno y feno típicamente
buenas donadores de semen.

Instalaciones BANCAMEL

Reproductores machos
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ANEXO 3. Planilla de registros para la toma de datos de los análisis de muestras de
semen .

UNIVERSIDAD TECNICA DE ORURO
FACULTAD DE CIENCIAS AGRICOLAS PECUARIAS y VETERINARIAS
BANCO NACIONAL DE GERMOPLASMA CAMELlDOS

Responsable: Egr. Agr. Franz Nicolás Bustos Femández
Fecha: BANCAMEL diciembre 20 - 2004
PLANILLA DIARIA
REGISTRO DE CARACTERISTICAS DEL SEMEN DE LLAMAS

EVALUACION
ASPECTOS
MACROSCOPICOS
Volumen (ce)
Aspecto
Densidad
Color
Ph

OBSERVACIONES

PLANILLA N°
N° DE
MUESTRA

N° DE
MUESTRA

1

2

2 .3
espumoso
Grado B
B.C.
7.5

N° DE
MUESTRA
3

N° DE
MUESTRA

4

subjetivo

ASPECTOS
MICROSCOPICOS

Motilidad
Viabilidad
Concentradón
Anormalidades

..

65%
70%
40 x 10'
8%

Buena calidad
Buena concentración
Aprobado para
dilución

Fuente . Elaboraclon propia
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